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Abstract 
 
Biopharmaceutical	  characterization	  of	  Zolpidem,	  	  
Cloperastine	  and	  Pravastatin.	  	  Biopharmaceutic	   classification	   system	   classifies	   drugs	   according	   to	   their	  solubility	  and	  	  permeability.	   These	   two	  parameters	   along	  with	   dissolution	   rate	   in	  lumen	  are	  the	  main	  determinants	  of	  oral	  absorption.	  	   This	   scientific	   framework	   is	   useful	   in	   all	   the	   phases	   of	   drug	   development	  with	  regulatory	  implications	  as	  it	  determines	  when	  a	  biowaiver	  could	  be	  granted	  to	  demonstrate	  bioequivalence	  in	  multisource	  products	  containing	  high	  solubility	  drugs.	   A	   biowaiver	   is	   the	   permission	   to	   use	   in	   vitro	   dissolution	   test	   data	   as	   a	  surrogate	   of	   the	   in	   vivo	   pharmacokinetic	   data	   in	   human	   volunteers	   for	  bioequivalence	   assessment	   with	   the	   associated	   ethical	   and	   economical	   positive	  implications.	  	   This	   research	  work	   is	   part	   of	   a	   Project	  whose	   overall	   aim	   is	   to	   find	   an	   in	  
vitro	   dissolution	   test	   able	   to	   replicate	   the	   results	   of	   previously	   failing	   in	   vivo	  bioequivalence	  studies.	  The	  final	  goal	  is	  to	  find	  in	  vitro	  and	  in	  situ	  models	  to	  predict	  drug	  product	  performance	  in	  vivo.	  	   Following	  the	  advice	  of	  the	  Spanish	  Agency	  of	  Drug	  Products	  and	  Sanitary	  Products,	   pharmaceutical	   formulations	   of	   Zolpidem	   hemitartrate,	   Sodium	  Pravastatine	  and	  Cloperastine	  fendizoate	  were	  studied.	  These	  drugs	  were	  selected	  based	  on	  their	  BCS	  class	  as	  well	  as	  for	  the	  availability	  of	  drug	  formulations	  thanks	  to	  the	  collaboration	  of	  pharmaceutical	  companies	  manufacturing	  these	  products.	  	  
In	  vivo	  bioequivalence	  studies	  of	  Zolipidem	  and	  Pravastatin	  showed	  that	  in	  spite	  of	  the	  products	  passing	  the	  bioequivalence	  standards,	  their	  Cmax	  confidence	  interval	  do	  not	  include	  100%	  value.	  i.e.	  the	  central	  point	  ratio	  was	  biased	  toward	  the	   borderline	   limit	   of	   the	   acceptance	   limits.	   Previous	   information	   of	   the	  physicochemical	   characteristics	   of	   these	   drugs	   and	   their	   oral	   fraction	   absorbed	  was	  available.	  	   It	   is	   generally	   accepted	   that	   excipients	   are	   inactive	   and	   that	   they	   do	   not	  modify	  oral	  bioavailability.	  Nevertheless	  some	  studies	  have	  shown	  changes	  in	  oral	  absorption	  due	  to	  excipient	  effects.	  It	  has	  been	  observed	  in	  Caco-­‐2	  cell	  in	  vitro	  tests	  that	   some	   excipients	   can	   modify	   intestinal	   permeability.	   In	   other	   experimental	  models	   it	   has	   been	   demonstrated	   that	   paracellular	   route	   can	   be	   affected	   by	  excipients	  as	  well	  as	  interfering	  with	  transporters	  functionality.	  	  
	  	  
	  	   The	  objectives	  of	  this	  study	  were:	  	  
ü To	  quantify	  the	  solubility	  and	  permeability	  of	  the	  drugs	  in	  study:	  Zolpidem,	  Pravastatin	  and	  Cloperastine.	  	  	  
ü To	  measure	  the	  lipophilicity	  of	  the	  studied	  drugs.	  	  
ü To	   classify	   Zolpidem,	   Pravastatin	   and	   Cloperastine	   according	   to	   the	  biopharmaceutical	  classification	  system.	  	  
ü To	   study	   the	   ability	   of	   in	   vitro	  dissolution	  methods	   to	   predict	   the	   in	   vivo	  behavior	   in	   human	   volunteers	   of	   the	   oral	   solid	   immediate	   release	  formulations	  tested.	  	  
ü To	  explore	  in	  situ	  methodologies	  to	  predict	  in	  vivo	  performance	  	  of	  the	  oral	  solid	  immediate	  release	  formulations	  studied.	  	  	  	  
ü To	   assess,	   using	   in	   situ	   methods,	   if	   there	   are	   any	   differences	   in	   the	   oral	  absorption	  processes	  of	  the	  different	  oral	  formulations	  studied.	  	  
ü To	   assess	   the	   effect	   of	   the	   excipients	   in	   the	   dissolution	   and	   absorption	  processes	  using	  in	  vitro	  methods.	  	   The	  experimental	  design	  included	  the	  determination	  of	  the	  drugs	  solubility,	  partition	  coefficients,	  dissolution	  rate	  and	  permeability	  in	  situ	  and	  in	  vitro	  of	  all	  the	  available	  formulations.	  	  	   Solubility	   tests	   and	   permeability	   in	   vitro	   assays	   concluded	   the	   BCS	  classification	  as	  1	  for	  Zolpidem,	  2	  for	  Cloperastine	  and	  3	  for	  Pravastatin.	  	  	  	   The	   distribution	   coefficient	   LogD	   correctly	   classified	   in	   the	  Biopharmaceutic	  classification	  system	  Zolpidem	  and	  Cloperastine,	   comparing	   the	  experimental	  value	  of	  LogD6,8	  with	  the	  reported	  value	  for	  Metoprolol.	  Pravastatin	  classification	   by	   lipophilicity	   was	   unsuccessful,	   because	   the	   drug	   is	   an	   efflux	  transporter	  substrate	  which	  decreases	  its	  permeability	  in	  the	  biological	  system.	  	   Dissolution	  rate	  studies	  in	  USP	  II	  apparatus	  with	  pharmacopeia	  media	  and	  with	   biorrelavant	   media	   did	   not	   allow	   finding	   any	   conditions	   to	   predict	   in	   vivo	  results	   for	   Zolpidem	   and	   Pravastatin.	   	   Test	   Cloperastine	   formulation	   showed	   a	  higher	   fraction	  dissolved	   than	   the	  reference	  one	   in	  pH	  1.2	  and	  6.8	   in	  accordance	  with	  the	  in	  vivo	  results	  in	  human	  volunteers.	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To	  explain	  the	  in	  vivo	  behavior	  of	  Pravastatine	  and	  Zolpidem	  products,	  their	  permeability	  was	  studied	  in	  Caco-­‐2	  cells	  and	  in	  situ	  in	  rats.	  The	  in	  vitro	  model	  was	  useful	  to	  detect	  the	  increase	  of	  Pravastatin	  permeability	  due	  to	  lactose	  and	  sodium	  croscamellose.	  Polietilenglycol	  400	  and	  6000,	  titanium	  dioxide	  and	  talc	  showed	  a	  decrease	   in	   Zolpidem	   permeability	   in	   the	   in	   situ	   and	   the	   in	   vitro	  models.	   More	  studies	   will	   be	   necessary	   to	   study	   the	   influence	   of	   these	   excipients	   on	   gastric	  emptying.	  	   The	  conclusions	  of	  this	  research	  are:	  	  	   1. In	   agreement	  with	   the	   solubility	   and	   permeability	   studies	   realized	   in	   this	  research	   project,	   Zolpidem	   is	   a	   drug	   with	   high	   solubility	   and	   high	  permeability	   thus	   it	   is	   confirmed	   as	   class	   1	   substance	   according	   to	  Biopharmaceutics	   Classification	   System,	   BCS.	   	   Pravastatin	   is	   a	   class	   3	  substance	   according	   to	   its	   high	   solubility	   and	   low	   permeability.	  Cloperastine	  has	   low	  solubility	  and	  high	  permeability;	  consequently	   it	   is	  a	  drug	  of	  BCS	  class	  2.	  	  	  2. Zolpidem,	   Pravastatin	   and	   Cloperastine	   present	   experimental	   values	   of	  distribution	   coefficients	   (log	   D6,8)	   2,34,	   -­‐0,16	   and	   2,93,	   respectively,	  whereas	   the	   reported	   value	   of	   Metoprolol	   is	   -­‐0.62	   (log	   D7,0=-­‐0,62).	  Therefore,	   lipophilicity	   (log	  D6,8)	   is	   a	   physicochemical	   parameter	   that	   not	  allow	   to	   correctly	   classify	   all	   the	   assayed	   compounds	   according	   the	  Biopharmaceutics	  Classification	  System.	  Pravastatin	  in	  spite	  of	  being	  a	  class	  3	   drug	   with	   lo	   experimental	   permeability	   would	   be	   classified	   as	   high	  permeability	  as	  its	  lipophilicity	  value	  is	  greater	  than	  that	  of	  Metoprolol.	  The	  discrepancy	  may	   be	   due	   to	   the	   involvement	   of	   a	   secretion	  mechanism	   in	  Pravastatin	   absorption	   while	   for	   drugs	   that	   are	   absorbed	   by	   passive	  diffusion	  lipophilicity	  may	  be	  a	  good	  provisional	  screening	  index.	  	  	  3. The	  dissolution	  media	  used	  for	  Zolpidem	  do	  not	  reflect	  the	  in	  vivo	  behavior	  of	   the	   oral	   formulations.	   These	   media	   have	   not	   detected	   any	   significant	  difference	  between	   formulations	  which,	  while	  meeting	   the	  bioequivalence	  standard	   had	   Cmax	   confidence	   interval	   ratios	   that	   did	   not	   include	   100%	  value.	  	  4. Pravastatin	   presents	   the	   reverse	   situation	   thus	   the	   media	   tested	   are	   too	  discriminative	   in	   spite	   of	   all	   formulations	   showing	   in	  vivo	   bioequivalence.	  This	  confirms	  that	  for	  highly	  soluble	  drugs,	  there	  is	  no	  correlation	  between	  the	   rate	   of	   in	   vitro	   and	   in	   vivo	   dissolution.	   For	   immediate	   release	  formulations	   of	   class	   1	   and	   3	   drugs	   the	   only	   possible	   inference	   is	   that	   if	  there	   is	   no	  difference	   in	  vitro,	   it	  will	   not	   be	  difference	   in	  vivo	   but	  when	   a	  
	  	  
difference	  in	  vitro	  appears	  no	  conclusion	  can	  be	  establish	  about	  the	  in	  vivo	  performance.	  	  	  5. For	   Cloperastine,	   it	   has	   been	   possible	   to	   find	   dissolution	   conditions	   that	  reproduce	   the	  observed	  sequence	   in	  vivo.	  The	  dissolution	  media	  at	  pH	  1,2	  and	   6,8	   in	   apparatus	   2	   (paddle)	   and	   with	   an	   agitation	   speed	   of	   50	   rpm	  reflect	  the	  same	  rank	  order	  than	  taht	  observed	  in	  vivo	  in	  healthy	  volunteers.	  However,	  at	  pH	  4,5	  the	  differences	  are	  not	  detected,	  possibly	  due	  to	  the	  low	  solubility	  of	  the	  drug	  at	  this	  pH.	  	  	   6. Zolpidem	   present	   in	   vitro	   and	   in	   situ	   a	   passive	   diffusion	   absorption	  mechanism.	  Pravastatin	  as	  well	  as	  Cloperastine	  behaves	  in	  vitro	  and	  in	  situ	  as	  an	  efflux	  carrier	  substrate.	  	  	  	   7. The	   absorption	   process	   of	   the	   formulations	   presented	   significant	  differences	  only	   for	  Pravastatin	   in	   the	   	   in	  vitro	  model	  while	   in	   the	   	   in	  situ	  model	   these	  differences	   are	  not	  detected	  probably	  due	   to	   the	  higher	  data	  	  variability.	   This	   demonstrates	   that	   the	   in	  vitro	  model	   is	  more	   sensitive	   to	  the	   excipients	   effects,	   and	   it	   detects	  differences	  which	  are	  not	  necessarily	  observed	  in	  the	  more	  complex	  animal	  model.	  	  The	  increase	  in	  permeability	  of	  Pravastatin	  BE-­‐A	  formulation	  indicates	  that	  this	  slight	   increase	  in	  Cmax	  could	   be	   due	   to	   some	   formulation	   excipient	   which	   increases	   the	   drug	  permeability.	  	   As	   future	   objectives	   it	   will	   be	   relevant	   to	   establish	   in	   vitro-­‐in	   vivo	  relationships	   to	   predict	   plasma	   profiles	   from	   in	   vitro	   dissolution	   data	   for	   the	  different	  formulations.	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Resumen 	   El	   Sistema	   de	   Clasificación	   Biofarmacéutico	   (SCB)	   agrupa	   los	   fármacos	  según	  su	  solubilidad	  y	  permeabilidad.	  Estos	  dos	  parámetros,	   junto	  a	   la	  velocidad	  de	  disolución	  de	  la	  formulación	  en	  el	  lumen	  intestinal,	  son	  los	  que	  rigen	  el	  proceso	  de	  absorción	  por	  vía	  oral.	  	  Este	  marco	  científico	  es	  útil	  en	  todas	  las	  etapas	  de	  vida	  de	  un	  medicamento	  y	   tienen	   un	   gran	   impacto	   a	   nivel	   regulatorio,	   ya	   que	   permite	   establecer	   las	  bioexenciones	   como	   procedimiento	   para	   demostrar	   la	   bioequivalencia	   de	  genéricos	   que	   contienen	   fármacos	   de	   alta	   solubilidad.	   Las	   bioexenciones	  sustituyen	   los	   estudios	   de	   bioequivalencia	   en	   voluntarios	   sanos	   por	   ensayos	   in	  
vitro	  de	  velocidad	  de	  disolución,	  con	  las	  repercusiones	  positivas	  que	  supone	  desde	  el	  punto	  de	  vista	  ético	  y	  económico.	  	  Este	  trabajo	  de	  investigación	  forma	  parte	  de	  un	  proyecto	  cuyo	  objetivo	  final	  consiste	   en	   dar	   respuesta	   in	   vitro	   a	   los	   ensayos	   de	   bioequivalencia	   fallidos	   o	  exitosos.	  El	  objetivo	  es	  encontrar	  modelos	  in	  vitro	  o	  in	  situ	  que	  permitan	  predecir	  el	  comportamiento	  en	  los	  estudios	  con	  voluntarios	  sanos.	  	  A	   sugerencia	   de	   la	   Agencia	   Española	   de	   Medicamentos	   se	   estudian	  formulaciones	   de	   Zolpidem	   hemitartrato,	   Pravastatina	   sódica	   y	   Cloperastina	  fendizoato.	   Los	   fármacos	   	   se	   seleccionaron	   por	   su	   clase	   SCB	   y	   por	   disponer	   de	  datos	   del	   estudio	   in	   vivo	   de	   bioequivalencia,	   así	   como	   la	   disponibilidad	   	   de	   las	  formulaciones	  gracias	  a	  la	  cooperación	  de	  las	  empresas	  de	  genéricos	  involucradas.	  Los	   estudios	   de	   bioequivalencia	   in	  vivo	  mostraron	   para	   Zolpidem	   y	   Pravastatina	  que	   aún	   siendo	   bioequivalentes	   con	   el	   producto	   de	   referencia,	   el	   intervalo	   de	  confianza	   de	   Cmax	   no	   incluye	   el	   100%	   por	   estar	   desplazado	   hacia	   uno	   de	   los	  extremos.	  	  	  	   De	   estos	   fármacos	   se	   disponía	   de	   información	   sobre	   sus	   características	  fisicoquímicas	  y	  su	  capacidad	  de	  absorción	  y	  de	  la	  fracción	  de	  dosis	  absorbida	  por	  vía	  oral.	  El	  diseño	  experimental	  de	  la	  tesis	  consistió	  en	  determinar	  la	  solubilidad	  y	  lipofilia	  de	   los	   fármacos	  y	   la	  velocidad	  de	  disolución	  y	  permeabilidad	   in	  situ	   e	   in	  
vitro	  de	  las	  distintas	  formulaciones.	  	  	  En	   general	   se	   asume	   que	   la	   mayoría	   de	   excipientes	   son	   inertes	   y	   no	  modifican	   la	   biodisponibilidad	   del	   fármaco.	   Sin	   embargo,	   algunos	   estudios	  evidencian	  cambios	  en	  la	  absorción	  debido	  a	  excipientes.	  Se	  ha	  observado	  in	  vitro	  en	  Caco-­‐2	  que	  algunos	  excipientes	  modifican	  la	  permeabilidad	  intestinal.	  En	  otros	  
	  	  
modelos	  se	  ha	  demostrado	  que	  la	  ruta	  paracelular	  de	  absorción	  se	  ve	  afectada	  por	  la	   presencia	   de	   algunos	   excipientes	   y	   también	   pueden	   interferir	   con	   la	  funcionalidad	  de	  los	  transportadores	  intestinales.	  	  	  Los	  objetivos	  planteados	  fueron	  los	  siguientes:	  	  
ü Determinar	   la	   solubilidad	   y	   permeabilidad	   de	   los	   fármacos	   en	   estudio:	  Zolpidem,	  Pravastatina	  y	  Cloperastina.	  	  
ü Determinar	  la	  lipofilia	  de	  los	  fármacos	  estudiados.	  	  
ü Clasificar	  según	  el	  SCB	  los	  fármacos	  Zolpidem,	  Pravastatina	  y	  Cloperastina.	  	  
ü Explorar	   metodologías	   in	   vitro	   de	   disolución	   para	   predecir	   el	  comportamiento	   en	   humanos	   de	   las	   formulaciones	   sólidas	   orales	   de	  liberación	  inmediata	  ensayadas.	  	  
ü Explorar	  metodologías	  in	  situ	  para	  predecir	  el	  comportamiento	  en	  humanos	  de	  las	  formulaciones	  sólidas	  orales	  de	  liberación	  inmediata	  ensayadas.	  	  
ü Evaluar,	  mediante	  métodos	  in	  situ,	  si	  existen	  diferencias	  en	  los	  procesos	  de	  absorción	  del	  fármaco	  en	  las	  distintas	  formulaciones	  estudiadas.	  	  
ü Evaluar	   el	   efecto	   de	   los	   excipientes	   utilizados	   en	   cada	   una	   de	   las	   formas	  farmacéuticas	  de	  uso	  oral	  ensayadas.	  	  	  Los	  estudios	  de	  solubilidad	  y	  permeabilidad	  en	  modelo	  in	  vitro	  permitieron	  clasificar	  como	  clase	  I	  a	  Zolpidem,	  clase	  II	  a	  Cloperastina	  y	  clase	  III	  a	  Pravastatina.	  	  El	  estudio	  de	  coeficiente	  de	  reparto	  permitió	  clasificar	  correctamente	  en	  el	  SCB	   a	   Zolpidem	   y	   Cloperastina,	   al	   comparar	   el	   valor	   de	   Log	   D6,8	   obtenido	  experimentalmente	  con	  el	  reportado	  para	  Metoprolol.	   	  En	  el	  caso	  de	  Pravastatina	  la	  clasificación	  por	  lipofilia	  no	  fue	  correcta,	  debido	  a	  que	  este	  fármaco	  es	  sustrato	  de	  transportadores	  de	  secreción	  lo	  que	  disminuye	  su	  permeabilidad	  en	  el	  sistema	  biológico.	  	  Se	   realizaron	  estudios	  de	  velocidad	  de	  disolución	  en	  el	  aparato	  de	  paletas	  con	  los	  medios	  establecidos	  en	  Farmacopea	  Europea	  y	  con	  medios	  biopredictivos	  a	  fin	  de	  encontrar	  aquel	  que	  permitiera	  predecir	  el	   comportamiento	   in	  vivo.	  No	  ha	  sido	  posible	  para	  Zolpidem	  y	  Pravastatina.	  	  Para	  la	  formulación	  de	  Cloperastina	  los	  medios	  a	  pH	  1,2	  y	  6,8	  permitieron	  observar	  un	  mayor	  porcentaje	  disuelto	  que	  en	  el	  producto	  referencia,	  en	  consonancia	  con	  lo	  observado	  en	  voluntarios	  sanos.	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Para	   responder	   a	   los	   interrogantes	   sobre	   el	   comportamiento	   en	   humanos	  de	   Pravastatina	   y	   Zolpidem	   se	   estudiaron,	   en	   el	  modelo	   in	   vitro,	   usando	   células	  Caco-­‐2	   y	   en	   el	   modelo	   in	   situ	   (rata),	   el	   efecto	   de	   los	   excipientes	   sobre	   la	  permeabilidad.	   El	  modelo	   in	  vitro	   resultó	   útil	   para	   establecer	   que	   la	   lactosa	   y	   la	  croscarmelosa	  sódica	  incrementan	  la	  permeabilidad	  de	  Pravastatina.	  	  	  	  En	  el	  modelo	  in	  vitro	  e	  in	  situ	  se	  observó	  que	  el	  polietilenglicol	  400	  y	  6000,	  el	   dióxido	  de	   titanio	   y	   el	   talco	  disminuyen	   la	   permeabilidad	  de	  Zolpidem.	   Serían	  necesarios	   más	   estudios	   para	   determinar	   si	   algún	   excipiente	   afecta	   el	   vaciado	  gástrico.	  	  	   Las	  conclusiones	  de	  la	  presente	  investigación	  son	  las	  siguientes:	  	   1. De	  acuerdos	  con	  los	  estudios	  de	  solubilidad	  y	  permeabilidad	  realizados	  en	  esta	   memoria,	   Zolpidem	   es	   un	   fármaco	   de	   alta	   solubilidad	   y	   alta	  permeabilidad	   y	   se	   confirma	   su	   clasificación	   como	   tipo	   1	   del	   SCB.	  	  Pravastatina	  es	  una	  sustancia	  de	  alta	  solubilidad	  y	  baja	  permeabilidad	  que	  lo	   definen	   como	   clase	   3,	   y	   Cloperastina	   presenta	   baja	   solubilidad	   y	   alta	  permeabilidad	  por	  lo	  que	  es	  un	  fármaco	  de	  la	  clase	  2.	  	  2. El	   Zolpidem,	   la	   Pravastatina	   y	   la	   Cloperastina	   presentan	   valores	   de	  coeficientes	   de	   reparto	   experimental(log	   D6,8)	   de	   2,34,	   -­‐0,16	   y	   2,93,	  respectivamente,	  siendo	  todos	  ellos	  superiores	  al	  reportado	  del	  Metoprolol	  (log	   D7,0=-­‐0,62).	   Por	   tanto,	   este	   parámetro	   fisicoquímico	   de	   lipofilia	   (log	  D6,8)	   no	   permite	   clasificar	   a	   todos	   los	   compuestos	   ensayados	   de	   forma	  correcta	   en	   el	   SCB.	   La	   Pravastatina	   clasificada	   en	   la	   clase	   3	   con	   baja	  permeabilidad	  tiene	  un	  valor	  de	   lipofilia	  superior	  al	  del	  metoprolol	  que	   lo	  clasificaría	   en	   la	   clase	   1.	   La	   discrepancia	   puede	   deberse	   al	  mecanismo	  de	  secreción	  del	  que	  es	  sustrato	  Pravastatina	  mientras	  que	  para	  los	  fármacos	  que	  se	  absorben	  por	  difusión	  pasiva	  la	  lipofilia	  puede	  ser	  un	  buen	  índice	  de	  cribado	  provisional.	  	  3. Los	   medios	   de	   disolución	   empleados	   para	   Zolpidem	   no	   han	   reflejado	   el	  comportamiento	   in	   vivo	   de	   este	   principio	   activo.	   Estos	   medios	   no	   han	  detectado	   diferencias	   significativas	   entre	   las	   formulaciones	   que,	   aunque	  cumpliendo	  el	  estándar	  de	  bioequivalencia,	  presentan	  diferentes	  valores	  de	  Cmax.	  	  	  4. Para	  la	  Pravastatina	  se	  da	  el	  fenómeno	  inverso	  y	  los	  medios	  ensayados	  son	  en	   exceso	   discriminativos	   cuando	   todas	   las	   formulaciones	   in	   vivo	   han	  resultado	   bioequivalentes.	   Esto	   confirma	   que	   para	   los	   fármacos	   de	   alta	  solubilidad,	   en	   realidad	   no	   existe	   correlación	   entre	   la	   velocidad	   de	  disolución	   in	  vitro	   e	   in	  vivo	  y	   la	   única	   inferencia	   posible	   es	   que	   si	   no	   hay	  
	  	  
diferencias	  in	  vitro	  no	  las	  habrá	  in	  vivo,	  pero	  si	  hay	  diferencia	  in	  vitro	  no	  se	  puede	  extraer	  ninguna	  conclusión	  sobre	  lo	  que	  ocurrirá	  in	  vivo.	  	   5. En	  el	  caso	  de	  la	  Cloperastina,	  si	  ha	  sido	  posible	  encontrar	  unas	  condiciones	  de	  disolución	  que	  reproducen	  la	  secuencia	  observada	  in	  vivo.	  Los	  medios	  de	  disolución	  a	  pH	  1,2	  y	  6,8	  en	  el	  aparato	  tipo	  2	  o	  de	  paletas	  a	  50	  rpm	  reflejan	  la	   misma	   secuencia	   que	   la	   observada	   in	   vivo	   en	   voluntarios	   sanos.	   Sin	  embargo,	  a	  pH	  4,5	  estas	  diferencias	  no	  se	  detectan	  debido,	  posiblemente,	  a	  la	  menor	  solubilidad	  a	  este	  pH.	  	   6. El	  Zolpidem	  presenta	  in	  vitro	  e	  in	  situ	  un	  mecanismo	  de	  absorción	  pasiva.	  La	  Cloperastina	  y	  la	  Pravastatina	  se	  comportan	  in	  vitro	  e	  in	  situ	  como	  sustratos	  de	  un	  transportador	  de	  secreción.	  	   7. El	   proceso	   de	   absorción	   de	   las	   formulaciones	   solo	   presenta	   diferencias	  significativas	  in	  vitro	  para	  la	  Pravastatina	  mientras	  que	  in	  situ	  no	  se	  observa	  debido	   a	   la	   alta	   variabilidad	   encontrada	   en	   estos	   ensayos.	   Ello	  demuestra	  que	   el	   modelo	   in	   vitro	   es	   más	   sensible	   al	   efecto	   de	   los	   excipientes	  detectando	   cambios	   que	   no	   se	   observan,	   necesariamente,	   en	   el	   modelo	  animal	  más	  complejo.	  El	  incremento	  en	  permeabilidad	  de	  la	  formulación	  de	  Pravastatina	  denominada	  BE-­‐A	  indica	  que	  este	   ligero	  incremento	  en	  Cmax	  puede	   deberse	   a	   algún	   componente	   de	   la	   formulación	   que	   aumenta	   la	  permeabilidad.	  	   Como	   objetivo	   futuro	   sería	   importante	   establecer	   correlaciones	   in	   vivo-­‐in	  
vitro	  para	  predecir	  concentraciones	  plasmáticas	  a	  partir	  de	  datos	  de	  velocidad	  de	  disolución	  para	  las	  distintas	  formulaciones	  de	  estos	  fármacos.	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  permeabilidad	  PEG:	  Polietilenglicol	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  gástrico	  simulado	  SIF:	  Fluido	  intestinal	  simulado	  TiO2:	  Dióxido	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1. Introducción 
A. Absorción intestinal 	   La	  absorción	  de	  nutrientes,	  xenobióticos	  y	  fármacos	  administrados	  por	  vía	  oral	   ocurre	   principalmente	   a	   lo	   largo	   del	   tracto	   gastrointestinal.	   	   Puede	   existir	  también	  absorción	  en	   la	  mucosa	  sublingual	  y	   rectal,	  pero	  esto	  ocurre	  a	  partir	  de	  formas	  de	  dosificación	  destinadas	  para	  tal	  fin.	  	  
1. Lugares	  de	  absorción	  	   El	   tracto	   gastrointestinal	   se	   compone	   de	   tres	   tramos	   bien	   diferenciados	  morfológicamente:	   estómago,	   intestino	   delgado	   y	   colon.	   	   La	   absorción	   puede	  producirse	  en	  cualquiera	  de	   los	   tres	   tramos,	  pero	  se	  realiza	  principalmente	  en	  el	  intestino	  delgado	  pues	  este	  tramo	  está	  especializado	  en	  esta	  función.	  	  El	  intestino	  delgado	   posee	   numerosas	   estructuras	  morfológicas	   encaminadas	   a	   aumentar	   su	  superficie,	  y	  por	  ende,	  su	  capacidad	  de	  absorción	  mediante	  difusión	  pasiva.	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Figura	  1-­‐1.	  Esquema	  de	  las	  distintas	  modificaciones	  en	  el	  intestino	  (1)	  	   Así,	  destaca	  la	  presencia	  de	  tres	  modificaciones	  que	  se	  desarrollan	  a	  partir	  de	  la	  estructura	  cilíndrica	  fundamental	  (2,	  3).	  	  •	   Válvulas	  conniventes	  o	  pliegues	  de	  Kerkring.	  •	   Vellosidades	  intestinales	  o	  villi.	  •	   Microvellosidades	   presentes	   en	   las	   células	   columnares	   absorbentes	   o	  enterocitos.	  	  	  
	  
Figura	  1-­‐2.	  Estructura	  del	  villi	  y	  microvilli	  (1)	  	   Otra	   característica	   importante	   del	   intestino	   delgado	   es	   la	   presencia	   de	  poros	   acuosos.	   Éstos	   se	   caracterizan	   por	   presentar	   cargas	   y	   por	   poseer	   un	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diámetro	   reducido,	   lo	   cual	   hace	   que	   representen	   un	   camino	   restringido	   a	   la	  absorción	  de	  moléculas	  o	   iones	  de	  peso	  molecular	   inferior	  a	  200-­‐250	  Daltons,	  en	  función	  de	  la	  estereoquímica	  del	  compuesto	  (4).	  Además,	   este	   epitelio	   presenta	   numerosas	   proteínas	   transportadoras	   que	  son	   indispensables	   para	   la	   incorporación	   de	   nutrientes	   (aminoácidos,	   azúcares,	  vitaminas…)	   y	   el	  mantenimiento	   de	   la	   homeostasis.	   Estos	   constituyentes	   son	   un	  punto	  clave	  en	  la	  comprensión	  del	  fenómeno	  de	  la	  absorción.	  	  
2. Mecanismos	  de	  absorción	  	   Los	  mecanismos	  de	  absorción	  a	  través	  de	  la	  membrana	  de	  las	  células	  que	  forman	  el	  epitelio	  de	  la	  mucosa	  son	  básicamente	  de	  dos	  tipos:	  1. Difusión	  pasiva	  2. Mecanismos	  especializados	  de	  transporte,	  entre	  los	  que	  se	  distingue:	  
• transporte	  activo	  
• transporte	  facilitado	  La	   absorción	  de	   cualquier	   sustancia	  puede	   incluir	   uno	  de	   los	  mecanismos	  mencionados	  anteriormente	  o	  la	  combinación	  de	  los	  mismos.	  	  
	  
Figura	  1-­‐3.	  Mecanismos	  de	  transporte	  	  
2.1. Difusión	  pasiva	  	   La	   absorción	   por	   difusión	   pasiva	   es	   el	   proceso	   predominante	   en	   la	  absorción	  de	  sustancias.	  Se	  caracteriza	  por	  realizarse	  siempre	  a	  favor	  de	  gradiente	  de	  concentración	  y	  sin	  consumo	  de	  energía	  (5).	  Es	  un	  proceso	  complejo	  tanto	  por	  factores	   extracelulares	   (zona	   luminal)	   como	   intracelulares	   o	   tisulares	   (zona	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serosa),	   además	   de	   las	   características	   de	   la	   membrana	   lipoidea	   fundamental,	  situada	  en	  el	  borde	  superior	  de	  las	  células	  columnares	  y	  alineada	  paralelamente	  a	  la	  superficie	  de	  las	  microvellosidades	  (6).	  	   Engloba	  dos	  tipo	  principales	  de	  procesos	  o	  rutas:	  	  
• Ruta	  paracelular:	  paso	  a	  través	  de	  las	  uniones	  intercelulares.	  
• Ruta	  transcelular:	  difusión	  a	  través	  de	  membranas	  lipoideas.	  	  
2.1.1. Ruta	  paracelular	  	   Dentro	  de	  la	  difusión	  pasiva	  se	  puede	  considerar	  la	  entrada	  de	  xenobióticos	  que	   ocurre	   a	   través	   de	   los	   espacios	   intercelulares	   y/o	   poros	   acuosos	   de	   la	  membrana,	   es	   decir,	   entre	   las	   aberturas	   que	   dejan	   las	   uniones	   entre	   las	   células	  columnares	  adyacentes.	  En	  este	  caso,	  la	  difusión	  es	  una	  función	  inversa	  del	  tamaño	  molecular	  del	  fármaco.	  	  En	  general	  esta	  vía	  queda	  restringida	  a	  los	  solutos	  de	  bajo	  peso	  molecular	  e	  hidrofilia	  elevada	  (7)	  y	  no	  se	  incluiría	  la	  membrana	  lipídica	  en	  el	  ruta	  global	  de	  difusión	  del	  xenobiótico.	  	  
2.1.2. Ruta	  transcelular	  	   La	  difusión	  del	   soluto	   a	   través	  de	   la	  membrana	   celular	   intestinal	   es	   la	   vía	  mayoritaria.	  	  Consiste	  en	  un	  reparto	  de	  las	  moléculas	  de	  soluto	  entre	  el	  fluido	  del	  lumen	   intestinal	  y	   la	  bicapa	   lipídica	  que	   forma	   la	  membrana	  celular,	  de	   tal	  modo	  que	   las	   moléculas	   se	   desplazan	   desde	   la	   zona	   donde	   se	   encuentran	   más	  concentradas	  hasta	  aquella	  donde	  la	  concentración	  es	  menor.	  Las	   sustancias	   liposolubles	   pueden	   atravesar	   fácilmente	   las	   membranas	  hasta	  que	  el	  soluto	  se	  equilibre	  a	  ambos	  lados	  de	  la	  bicapa.	  Las	   moléculas	   polares	   atraviesan	   canales	   formados	   por	   las	   proteínas.	  	  Algunas	  proteínas	  transmembrana	  presentan	  una	  estructura	  tridimensional	  en	   la	  cual	   los	  radicales	  polares	  de	  ciertos	  aminoácidos	  se	  disponen	   formando	  un	  canal	  hidrofílico.	  	  Algunos	  canales	  se	  mantienen	  permanentemente	  abiertos,	  otros	  sólo	  lo	  hacen	   cuando	   llega	   una	   molécula	   mensajera	   que	   se	   une	   a	   una	   zona	   receptora	  específica	   e	   induce	   a	   una	   variación	  de	   la	   configuración	  que	   abre	   el	   canal,	   o	   bien	  cuando	  ocurren	  cambios	  en	  la	  polaridad	  de	  la	  membrana.	  Este	  mecanismo	   de	   absorción	   depende	   de	   las	   propiedades	   fisicoquímicas	  del	   soluto,	  en	  especial	  del	  grado	  de	   ionización	  y	  de	   la	   lipofilia,	  ya	  que	  en	  general	  sólo	  se	  absorbe	  la	  fracción	  no	  disociada	  de	  la	  molécula,	  que	  es	  más	  lipófila.	  La	   ruta	  global	  de	  difusión	  que	  debe	   seguir	   el	   xenobiótico	  para	  alcanzar	   el	  plasma	  puede	  dividirse	  en	  tres	  zonas:	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a)	  Interfase	  lumen-­‐membrana	  (zona	  luminal)	  	   Está	   constituida	   por	   tres	   zonas	   continuas	   de	   distinta	   naturaleza	  fisicoquímica.	  	  En	  la	  figura	  1-­‐4	  se	  esquematiza	  su	  disposición:	  	  
	  
Figura	  1-­‐4.	  Disposición	  de	  la	  interfase	  lumen-­‐membrana,	  tomada	  de	  (8)	  	   La	   primera	   zona	   que	   se	   distingue	   es	   la	   que	   abarca	   el	   lumen	   intestinal	  constituido	  por	  el	  líquido	  luminal.	  	  El	  pH	  de	  este	  líquido	  no	  es	  homogéneo	  a	  lo	  largo	  de	  todo	  el	  intestino.	  	  De	  hecho,	  en	  el	  hombre,	  entre	  la	  zona	  próxima	  al	  estómago	  y	  el	  tramo	  final	  del	  intestino,	  el	  pH	  oscila	  entre	  6	  y	  8,	  respectivamente	  (9).	  En	   contacto	   directo	   con	   el	   fluido	   luminal	   se	   encuentra	   la	   capa	   acuosa	  
estática	   de	   difusión	   o	   capa	   límite,	   que	   posee	   un	   espesor	   de	   unos	   300	   µm.	   La	  composición	   de	   esta	   capa	   y	   la	   del	   fluido	   luminal	   es	   la	   misma,	   sin	   embargo,	   las	  moléculas	  de	  agua	  en	  la	  capa	  de	  difusión	  generan	  una	  resistencia	  a	  la	  penetración	  de	  solutos.	  Esta	  resistencia	  es	  el	   factor	   limitativo	  para	   la	  absorción	  de	  sustancias	  de	   marcado	   carácter	   lipófilo.	   	   La	   capa	   acuosa	   estática	   es	   sensible	   al	   arrastre	   y	  puede	   eliminarse	   parcial	   o	   totalmente	   por	   agitación,	   lavado	   energético	   del	  intestino	  y	  en	  presencia	  de	  tensoactivos	  sintéticos	  (10,	  11).	  Adyacente	  a	  la	  capa	  de	  difusión	  se	  encuentra	  una	  capa	  mucosa	  que	  contiene	  más	  del	  90%	  de	  agua	  y	  entre	  0,5	  y	  5%	  de	  mucina	  (12).	  Posteriormente	   y	   en	   contacto	   con	   la	   membrana	   se	   encuentra	   una	   capa	  
acuosa	  ácida	  o	  microclima	  cuyo	  pH	  es	  algo	  más	  ácido	  que	  el	   líquido	  intraluminal,	  ya	   que	   presenta	   valores	   entre	   5,3	   y	   6,1	   (13).	   	   Esta	   capa	   está	   poco	   estudiada,	   su	  espesor	  parece	  ser	  del	  orden	  de	  20	  µm	  y	  no	  se	  ha	  demostrado	  que	  interfiera	  en	  el	  proceso	  de	  absorción	  salvo	  en	  casos	  excepcionales.	  	  	  	   b)	  Membrana	  Lipoidea	  	   Se	   trata	   de	   una	  membrana	   trilaminar	   con	   características	   diferenciales	   del	  resto	   de	   membranas	   celulares.	   	   Según	   el	   modelo	   fluido	   propuesto	   por	   Singer	   y	  Nicholson,	  presenta	  una	  zona	  central	  formada	  por	  dos	  capas	  fosfolipídicas	  con	  sus	  cadenas	  hidrocarbonadas	  unidas	  entre	  sí	  por	  fuerzas	  de	  Van	  der	  Waals,	  de	  forma	  
C2
C1
C0
Líquido intraluminal
Capa acuosa estática
(capa de difusión)
Capa acuosa ácida
Membrana-Glicocáliz
(estructura trilaminar)
 200 µm
 20 mm
1-2 µm
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que	   los	   grupos	   polares	   quedan	   recubriendo	   las	   caras	   interna	   y	   externa	   de	   la	  bicapa.	   	   Además	   existen	   proteínas	   globulares	   que	   recubren	   algunas	   zonas	   o	   se	  interponen	  entre	  los	  lípidos	  (14).	  Está	  compuesta	  por	  una	  lámina	  que	  sirve	  de	  “contenedor”	  para	  el	  citosol	  y	  los	   distintos	   compartimientos	   internos	   de	   la	   células,	   así	   como	   también	   otorga	  protección	   mecánica.	   Está	   formada	   principalmente	   por	   fosfolípidos	  (fosfatidiletanolamina	   y	   fosfatidilcolina),	   colesterol,	   glúcidos	   y	   proteínas	  (integrales	  y	  periféricas).	  	  
	  
Figura	  1-­‐5.	  Membrana	  lipoidea	  (15).	  	   Las	  principales	  características	  de	  esta	  membrana	  son	  su	  espesor,	  una	  micra	  superior	  al	  resto	  de	  membranas	  biológicas	  (16)	  y	  su	  composición	  química,	  ya	  que	  posee	   un	   elevado	   contenido	   de	   proteínas	   (con	   una	   relación	   proteína/lípido	   tres	  veces	   superior	   a	   la	   normal),	   lo	   que	   indica	   la	   existencia	   de	   enzimas	   y	   proteínas	  transportadoras.	  	  La	  proporción	  lipídica	  también	  es	  distinta	  a	  otras	  membranas.	  	  Presentan	   proporciones	   esfingomielina/lecitina	   de	   30%	   y	  colesterol/fosfolípidos	  de	  un	  20%,	  que	  son	  superiores	  a	  las	  del	  resto.	   	  Además	  se	  encuentra	  una	  elevada	  proporción	  de	  glicolípidos	  (54%)	  debido	  a	  la	  existencia	  del	  glicocáliz	  que	  es	  rico	  en	  mucopolisacáridos	  (17).	  	  	   c)	  Interfase	  membrana-­‐plasma	  	   El	   xenobiótico	   debe	   atravesar	   distintos	   elementos	   que	   componen	   esta	  interfase,	  desde	  el	  interior	  de	  la	  célula	  columnar	  hasta	  llegar	  al	  plasma	  sanguíneo.	  Al	   parecer,	   	   parte	   de	   las	   moléculas	   quedan	   retenidas	   en	   las	   estructuras	  subcelulares,	  pero	  esta	  retención	  no	  influye	  en	  la	  difusión	  del	  soluto	  en	  el	  interior	  de	   la	   célula.	   	   En	   este	   espacio	   se	   puede	   producir	   interacción	   con	   enzimas	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biotransformadoras	   	   que	   pueden	  modificar	   o	   inactivar	   el	   soluto.	   	   La	  membrana	  basal	  presenta	  una	  resistencia	  a	  la	  penetración	  de	  los	  solutos	  mucho	  menor	  que	  la	  observada	  para	  la	  membrana	  apical	  (18).	  	  En	  esta	  membrana	  también	  se	  localizan	  transportadores	  de	  diferentes	  características	  pero	  en	  menor	  cantidad.	  Una	  vez	  atravesada	   la	  membrana	  basal,	  el	  camino	  difusional	  no	  encuentra	  grandes	   obstáculos	   ya	   que	   la	   trama	   capilar	   está	   muy	   próxima	   y	   los	   endotelios	  capilares,	   altamente	  porosos,	   no	  ofrecen	   resistencia	   a	   la	  difusión	  de	   solutos	   a	   su	  través.	  	  
2.2. Mecanismos	  especializados	  de	  transporte	  	   La	  existencia	  de	  estructuras,	  generalmente	  de	  naturaleza	  proteica,	  es	  lo	  que	  hace	   posible	   los	   mecanismos	   especializados	   de	   transporte;	   ya	   que	   dichas	  estructuras	  son	  capaces	  de	  transportar	  el	  soluto	  de	  un	  lado	  a	  otro	  de	  la	  membrana.	  	  	  El	   transporte	   se	   caracteriza	   por	   la	   unión	   específica	   entre	   la	   sustancia	   a	  transportar	  y	  la	  proteína,	  cuya	  traslocación	  provoca	  el	  paso	  del	  compuesto	  a	  través	  de	  la	  membrana	  y	  es	  un	  mecanismo	  con	  un	  papel	  fundamental	  en	  la	  absorción	  oral	  y	   la	   biodisponibilidad	   de	   fármacos	   y	   en	   otros	   contextos	   como	   la	   resistencia	   a	  fármacos	  (19,	  20),	  excreción	  y	  metabolitos	  en	  hígado	  y	  riñón,	  toxicidad	  de	  algunos	  fármacos	   (21)	   y	   en	   algunas	   características	   farmacocinéticas	   y	   farmacodinámicas	  de	  otros	  (22-­‐24).	  	  
2.2.1. Tipos	  de	  transporte	  especializado	  	  2.2.1.1. Difusión	  facilitada	  	   Se	  denomina	   también	  difusión	  mediada	  por	  portadores,	  ya	  que	  aunque	  se	  realiza	   mediante	   proteínas	   específicas	   de	   membrana,	   no	   requiere	   consumo	   de	  energía	  metabólica.	  Las	   moléculas	   que	   no	   pueden	   cruzar	   la	   membrana	   por	   libre	   difusión,	  pueden	  hacerlo	  por	  la	  acción	  de	  proteínas	  transmembrana	  específicas,	  que	  actúan	  como	   transportadoras.	   	   Existen	   dos	   tipos	   de	   proteínas	   transportadoras:	   las	  proteínas	   canales,	   que	   una	   vez	   abiertas,	   forman	   pequeños	   poros	   a	   través	   de	   los	  cuales	   los	   iones	   de	   tamaño	   y	   carga	   apropiada	   pueden	   cruzar	   la	   membrana	   por	  difusión	   libre;	   y	   las	   proteínas	   carriers	   o	   acarreadoras	   que	   se	   unen	   a	   moléculas	  específicas	  y	  luego	  sufren	  cambios	  conformacionales	  abriendo	  canales	  a	  través	  de	  los	  cuales	   las	  moléculas	  que	  van	  a	  ser	   transportadas	  pueden	  pasar	  a	   través	  de	   la	  membrana	  y	  ser	  liberadas	  luego	  del	  otro	  lado.	  	   Los	  sistemas	  de	  cotransporte	  se	  pueden	  clasificar	  en	  (25):	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- Simporte:	  	  	  	  transporte	  simultáneo	  de	  dos	  moléculas	  en	  la	  misma	  dirección.	  
- Antiporte:	   transporte	   simultáneo	   de	   dos	   moléculas	   en	   direcciones	  opuestas.	  	   Es	  un	  proceso	  rápido	  y	  presenta	  una	  considerable	  especificidad	  por	  el	  sustrato.	  Las	   proteínas	   transportadoras	   son	   a	   menudo	   inducibles	   y	   la	   velocidad	   de	  transporte	  sigue	  una	  cinética	  de	  Michaelis-­‐Menten	  (25).	  	  2.2.1.2. Transporte	  activo	  	   Se	  produce	  de	  forma	  unidireccional,	  en	  contra	  de	  gradiente	  electroquímico	  y	  de	  concentración.	   	  Es	  el	  transporte	  neto	  de	  un	  soluto	  en	  contra	  de	  un	  gradiente	  de	   concentración,	   no	   puede	   producirse	   espontáneamente,	   sino	   que	   requiere	   una	  fuente	  de	  energía	  para	  conducir	  un	  soluto	  a	  través	  de	  la	  membrana	  celular	  desde	  un	   compartimiento	   de	   baja	   concentración	   a	   uno	   de	   alta.	   	   Es	   necesaria	   la	  participación	   de	   proteínas	   integrales	   de	   membrana.	   	   La	   unión	   entre	   sustrato	   y	  transportador	   es	   específica	   y	   dado	   que	   existe	   un	   número	   determinado	   de	   los	  mismos,	  el	  proceso	  es	  saturable.	  El	   transporte	  activo	  se	  divide	  en	  subtipos	  según	   la	  energía	  necesaria	  para	  producirlo	  y	  el	  sentido	  del	  transporte.	  	  Así:	  	   a)	  Según	  la	  fuente	  de	  energía	  utilizada	  para	  producirlo	  (26):	  	  
• Transporte	  activo	  directo:	  La	  energía	  deriva	  directamente	  del	  la	  hidrólisis	  del	  trifosfato	  de	  adenosina	  (ATP).	  
• Transporte	   activo	   indirecto:	   Transporte	   facilitado	   donde	   la	   molécula	  cotransportada	  pasa	   a	   través	   de	   la	  membrana	   a	   favor	   de	   un	   gradiente	   de	  concentración	   iónico	   entre	   ambos	   lados,	   generado	   previamente	   por	   un	  transporte	  activo	  directo.	  	   b)	  Según	  el	  sentido	  del	  transporte	  en	  el	  lumen	  intestinal:	  	  
• Transporte	   activo	   de	   absorción	   (influx):	   Las	   proteínas	   que	   intervienen	  transportan	  el	   fármaco	  a	  través	  de	  la	  membrana	  en	  sentido	  lumen-­‐sangre.	  	  Las	  proteínas	  de	  la	  familia	  MRP	  actúan	  de	  este	  modo,	  excepto	  las	  MRP2.	  
• Transporte	  de	  secreción	  o	  efflux:	  Las	  proteínas	  que	  intervienen	  impiden	  el	  paso	  de	  fármaco	  a	  través	  de	  la	  membrana,	  devolviendo	  al	  lumen	  intestinal	  las	  moléculas	  de	  fármaco	  que	  atraviesan	  la	  membrana	  del	  enterocito.	  	  Como	  resultado,	  la	  absorción	  es	  menor	  de	  la	  esperada.	  	  Las	  principales	  proteínas	  de	  membrana	  implicadas	  en	  este	  tipo	  de	  transporte	  son	  la	  Glicoproteína-­‐P	  y	  MRP2.	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2.2.2. Transportadores	  	   Los	   transportadores	  de	  membrana	   se	   encuentran	   en	  numerosos	   epitelios,	  entre	   ellos	   la	   membrana	   intestinal,	   que	   se	   caracteriza	   por	   gran	   riqueza	   y	  diversidad	  de	   los	  mismos.	   En	   concreto,	   el	   intestino	  delgado	  presenta	   numerosas	  estructuras	  que	  actúan	  como	  transportadores	  específicos	  de	  sustancias	  	  tales	  como	  nutrientes	   (azúcares,	   vitaminas,	   aminoácidos	   y	   ácidos	   biliares)	   y	   compuestos	  estructuralmente	  relacionados	  (27).	  	  Estas	  proteínas	  portadoras	  se	  encuentran	  en	  las	  membranas	  luminales	  y/o	  basales	  de	  los	  enterocitos	  y	  pueden	  facilitar	  el	  paso	  de	   sustancias	   a	   la	   zona	   citosólica	   o	   serosa.	   Por	   tanto,	   pueden	   condicionar	   la	  absorción	  o	  la	  secreción	  de	  sus	  sustratos.	  	  	  
	  
Figura	  1-­‐6.	  	  Esquema	  de	  los	  transportadores	  intestinales	  	   Debido	   a	   su	   importancia	   y	   al	   número	   cada	   vez	   mayor	   de	   proteínas	  transportadoras	   identificadas,	   es	   necesario	   recurrir	   a	   su	   clasificación,	   que	  puede	  hacerse	  bien	  en	  función	  de	  su	  mecanismo	  de	  funcionamiento,	  en	  función	  del	   tipo	  de	  soluto	  transportado	  o	  según	  el	  origen	  filogenético.	  Cada	  vez	  son	  más	  las	  fuentes	  monográficas	  en	  las	  que	  se	  obtiene	  información	  sobre	  las	  diferentes	  clasificaciones	  establecidas,	  la	  mayoría	  accesible	  a	  través	  de	  páginas	  web.	  Entre	  ellas	  destaca:	  	  
• HUGO	  Human	  Gene	  Nomenclature	  Committee	  (http://www.genenames.org)	  	   Este	  comité	  es	  la	  institución	  encargada	  de	  asignar	  el	  nombre	  oficial	  de	  estas	  proteínas	   y	   clasificarlas	   en	   superfamilias	   genéticas	   denominadas	   SLC	   (Solute	  Carrier)	  y	  ABC	  (ATP-­‐	  binding	  cassette).	  Se	  conocen	  55	  familias	  dentro	  de	  SLC,	  con	  362	  miembros	  que	  aumentan	  rápidamente	  (28).	  	  La	  superfamilia	  ABC	  comprende	  7	   familias	   con	   49	   miembros;	   en	   la	   clase	   B	   de	   la	   misma	   se	   encuentra	   la	  Glicoproteína-­‐P	   (ABCB1)	   que	   deriva	   del	   gen	   de	   multirresistencia	   a	   fármacos	  
ATPasa	  tipo-­‐P	   ATPasa	  ABC	   Grupo	  de	  	  Traslocación	  Transportadores	  secundarios	   Canales	  ATPasa	  tipo-­‐F	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(MDR1),	  mientras	  que	  la	  clase	  C	  presenta	  miembros	  de	  la	  subfamilia	  de	  proteínas	  de	  resistencia	  a	  fármacos	  (MRP).	  Inicialmente	  se	  estudiaron	  con	  detalle	  los	  transportadores	  responsables	  de	  la	   absorción	   intestinal	   de	   sustancias	   con	   gran	   relevancia	   biológica	   como	  aminoácidos,	  dipéptidos	  y	  glucosa.	  Se	  demostró	  	  su	  dependencia	  con	  la	  energía	  y	  la	  especificidad	   para	   el	   sustrato,	   y	  más	   tarde	   surgieron	   numerosos	   estudios	   en	   los	  que	   se	  puso	  de	  manifiesto	   su	   contribución	   a	   la	   absorción	  de	  distintas	   sustancias	  con	  actividad	  terapéutica.	  En	  todos	  ellos	  se	  demuestra,	  por	  una	  parte,	  el	  carácter	  no	   lineal	   de	   la	   cinética	   de	   absorción	   y,	   por	   otra,	   la	   competencia	   que	   provoca	   la	  presencia	   simultánea	   de	   sustratos	   similares	   desde	   el	   punto	   de	   vista	   estructural.	  Ambas	   características	   apuntan	   hacia	   el	   carácter	   saturable	   y	   selectivo	   de	   estos	  fenómenos.	  Al	   profundizar	   en	   estos	   fenómenos	   se	   hizo	   patente	   la	   ubicación	   de	   estas	  moléculas	  que	  se	  hallan	  relacionadas	  con	  otros	  procesos,	  como	  la	  excreción	  renal,	  excreción	   biliar	   o	   el	   paso	   a	   través	   de	   la	   barrera	   hematoencefálica.	   El	   aspecto	  común	   en	   estos	   procesos	   es	   el	   transporte	   saturable	   y	   especifico	   a	   través	   de	   una	  membrana.	  	  Si	  nos	  restringimos	  al	  ámbito	  de	  este	  trabajo	  es	  necesario	  señalar	  que	  ya	  en	  la	  década	  de	  los	  90,	  se	  identificaron	  distintos	  portadores	  de	  membrana	  que	  actúan	  en	  el	  sentido	  inverso	  a	  los	  citados,	  es	  decir,	  generar	  un	  flujo	  de	  secreción	  desde	  el	  enterocito	  hacia	  el	  lumen	  intestinal	  (29).	  	  Entre	   las	   proteínas	   transmembrana	   de	   transporte	   activo	   destaca	   la	   llamada	  superfamilia	  de	  transportadores	  ABC	  (ATP-­‐binding	  cassette).	  Dentro	  de	  esta	  gran	  superfamilia	  destacan:	  	  
- Glicoproteína-­‐P,	  también	  llamada	  MDR1.	  
- Subfamilia	  de	  proteínas	  de	  resistencia	  a	  fármacos,	  MRP.	  	   En	   la	   Figura	   1-­‐7	   se	   esquematiza	   la	   localización	   de	   los	   transportadores	  mejor	  estudiados	  en	  las	  membranas	  de	  los	  enterocitos	  intestinales	  y	  el	  sentido	  en	  el	  que	  realizan	  el	  transporte.	  	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figura	  1-­‐7.	  	  Esquema	  de	  localización	  de	  los	  transportadores	  MDR	  y	  MRP	  en	  la	  membrana	  del	  
enterocito	  
MRP2	  
(cMOAT)	  
LUMEN	  
SANGRE	  
MDR1	  
(glicoP)	  
MRP1	   MRP3	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Como	   se	   observa,	   la	   Glicoproteína-­‐P	   y	   el	   portador	   MRP2	   son	   capaces	   de	  realizar	   un	   proceso	   de	   secreción	   activa	   hacia	   el	   lumen	   intestinal	   y,	   por	   tanto,	  podrán	  interferir	  en	  la	  absorción	  de	  xenobióticos,	  reduciéndola.	  	  2.2.2.1. Glicoproteína-­‐P	  	   La	  Glicoproteína-­‐P	  (P-­‐gp)	  fue	  descubierta	  en	  varios	  tumores	  celulares	  como	  causante	   de	   las	   resistencias	   a	   fármacos.	   Sin	   embargo,	   la	   Glicoproteína-­‐P	   es	  altamente	   expresada	   en	   diversos	   tejidos	   como	   el	   tracto	   gastrointestinal,	   hígado,	  riñón,	   células	  de	   los	   capilares	  del	   endotelio	   cerebral	   y	   células	  mononucleares	  de	  sangre	   periférica	   (PBMCs).	   Se	   halla	   también	   en	   linfocitos	   CD4	   y	   CD8	   y	   se	   ha	  observado	  que	  su	  expresión	  aumenta	  cuando	  éstos	  son	  estimulados.	  Su	  presencia	  se	   ha	   detectado	   también	   en	   páncreas,	   pulmón,	   corazón,	   glándulas	   adrenales,	  testículos,	  útero,	  médula	  ósea,	  así	  como	  en	  otras	  células	  del	  sistema	   inmunitario:	  “Natural	  killer”	  y	  linfocitos	  B	  (30-­‐33).	  La	  Glicoproteína-­‐P	  posee	  un	  peso	  molecular	  de	  170	  kD	  (30,	  34)	  y	  su	  modelo	  tipológico	  se	  representa	  en	  la	  figura	  1-­‐8.	  	  	  
	  
Figura	  1-­‐8.	  	  Modelo	  topológico	  de	  la	  Glicoproteína-­‐P	  (35)	  	   La	  Glicoproteína-­‐P	  está	  codificada	  por	  genes	  que	  pertenecen	  al	  sistema	  de	  multirresistencia	   a	   fármacos	   (MDR).	   La	   Glicoproteína-­‐P	   codificada	   por	   el	   gen	  MDR1	  está	  ligada	  a	  la	  capacidad	  detoxificadora	  frente	  a	  fármacos,	  mientras	  que	  la	  codificada	  por	  el	  gen	  MDR2	  parece	  estar	  involucrada	  en	  el	  transporte	  hepático	  de	  fosfolípidos	  (36).	  Se	  cree	  que	  la	  principal	  función	  de	  la	  P-­‐gp	  es	  proteger	  al	  organismo	  frente	  a	  fármacos	   y	   tóxicos,	   dificultando	   su	   absorción,	   aumentando	   su	   eliminación	   del	  organismo	   a	   través	   de	   hígado	   y	   riñón,	   y	   dificultando	   su	   penetración	   en	  diversos	  compartimientos	  del	  organismo.	  La	  P-­‐gp	  presenta	  polimorfismo	  genético.	   Se	  han	  hallado	  polimorfismos	  en	  27	  posiciones	  del	  gen	  MDR-­‐1	  (ó	  ABCB1),	  que	  codifica	  por	  la	  P-­‐gp.	  Muchos	  de	  estos	  	  polimorfismos	   se	   hallan	   relacionados	   entre	   sí.	   El	   más	   importante	   es	   el	  polimorfismo	   C/T	   en	   el	   exon	   26	   (C3435T).	   Se	   ha	   observado	   una	   correlación	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significativa	  entre	  este	  polimorfismo	  y	   la	  expresión	  de	   la	  P-­‐gp.	  En	  un	  estudio,	   los	  pacientes	  homocigóticos	  T	  en	  la	  posición	  3435	  presentaron	  niveles	  plasmáticos	  de	  NFV	   menores	   en	   comparación	   con	   los	   homocigóticos	   C	   (37).	   	   Sin	   embargo,	   los	  estudios	   realizados	   hallan	   datos	   contradictorios.	   Mientras	   que	   unos	   autores	  	  indican	   que	   los	   individuos	   homocigóticos	   T	   en	   la	   posición	   3435	   presentan	   un	  mayor	  funcionalismo	  de	  la	  P-­‐gp	  (38),	  otros	  autores	  demuestran	  el	  efecto	  contrario	  (39).	  	  Se	  cree	  que	  ello	  puede	  ser	  debido	  a	  la	  presencia	  de	  algún	  tipo	  de	  regulación	  a	  través	  de	  promotores,	   todavía	  no	   identificada,	   de	   la	   zona	  del	   gen	  donde	   se	  halla	  esta	   región	   polimórfica.	   Los	   individuos	   de	   raza	   africana	   presentan	   una	   menor	  frecuencia	  de	   genotipo	  T/T	  y	  una	  mayor	   frecuencia	  del	   genotipo	  C/C	  que	   los	   de	  raza	  caucásica.	  En	  general	  se	  ha	  visto	  que	  la	  mayoría	  de	  los	  sustratos	  de	  la	  Glicoproteína-­‐P	  son	   moléculas	   hidrofóbicas	   que	   contienen	   un	   átomo	   de	   nitrógeno	   básico	   y	   dos	  anillos	  aromáticos	  planares.	  El	  peso	  molecular	  de	  los	  sustratos	  de	  la	  Glicoproteína-­‐P	  se	  encuentra	  entre	  300	  y	  2000	  Daltons	  (40).	  	  Numerosos	  estudios	  han	  intentado	  establecer	   una	   relación	   entre	   estructura	   e	   interacción,	   pero	   se	   enfrentan	   a	   la	  dificultad	   de	   que	   se	   han	   descrito	   tres	   mecanismos	   de	   interacción	   con	   la	  Glicoproteína-­‐P	  (41)	  y	  que	  la	  metodología	  de	  trabajo	  varía	  mucho	  de	  unos	  autores	  a	  otros.	  Los	  mecanismos	  descritos	  hasta	  la	  fecha	  son	  (42,	  43):	  
- Interacción	   directa	   con	   uno	   o	  más	   de	   los	   sitios	   de	   unión,	   actuando	   como	  inhibidor	  competitivo	  o	  no	  competitivo.	  
- Interacción	  con	  el	  ATP,	  ya	  sea	  inhibiendo	  la	  unión	  de	  éste,	  su	  formación	  o	  su	  acoplamiento	  en	  la	  translocación	  del	  sustrato.	  
- Interacción	  con	  la	  membrana	  lipídica	  de	  las	  células,	  ya	  sea	  por	  modificación	  del	  entorno	  celular	  o	  por	  interacción	  de	  la	  unión	  fármaco-­‐membrana.	  La	   resistencia	  oncológica	  a	  múltiples	  agentes	  antineoplásicos	   se	   considera	  una	   de	   las	   mayores	   causas	   de	   fallo	   clínico	   en	   el	   tratamiento	   quimioterápico	   de	  pacientes	  con	  cáncer.	  El	  mecanismo	  de	  resistencia	  consiste	  en	  una	  disminución	  en	  la	  acumulación	   intracelular	  de	   fármaco	  por	   sobreexpresión	  de	   la	  Glicoproteína-­‐P	  (P-­‐gp).	  Esta	  proteína	  actúa	  como	  una	  bomba	  extrusora	  de	  fármaco	  (transportador	  de	  secreción),	  dependiente	  de	  energía.	  La	  secreción	  se	  realiza	  a	  través	  de	  un	  canal	  que	  forma	  en	  la	  membrana	  plasmática.	  	  2.2.2.2. Sistema	  de	  resistencia	  múltiple	  a	  fármacos	  (MRP)	  	   Actualmente	  hay	  49	  miembros	  conocidos	  de	   la	   familia	  de	   transportadores	  ABC	   clasificados	   en	   7	   subfamilias.	   Esta	   clasificación	   se	   puede	   encontrar	   en	   la	  página	  web:	  http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm.	  (44)	  Los	   transportadores	   MRP	   forman	   parte	   de	   la	   familia	   de	   transportadores	  ABC.	  En	  la	  tabla	  1-­‐1	  se	  especifican	  las	  diferentes	  subfamilias	  en	  las	  que	  se	  clasifican	  los	  transportadores	  ABC	  (45).	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ABC1	  Superfam.A	  
MDR	  
/TAP	  Superfam.B	  
MRP	  
/CFTR	  Superfam.	  	  	  	  	  C	  
ALD	  Superfam.D	   OABP	  Superfam.E	   GCN20	  Superfam.F	   White	  Superfam.G	  	  ABCA1	   ABCB1	  (MDR1	  o	  P-­‐GP)	  	  ABCB2	  (TAP1)	  	  ABCB3	  (TAP2)	  	  ABCB4	  (MDR3)	  	  ABCB5	  	  ABCB6	  	  ABCB7	  	  ABCB8	  	  ABCB9	  	  ABCB10	  	  ABCB11	  (BSEP	  o	  SPGP)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  ABCC1	  (MRP1)	  	  ABCC2	  (MRP2	  o	  cMOAT)	  	  ABCC3	  (MRP3)	  	  ABCC4	  (MRP4)	  	  ABCC5	  (MRP5)	  	  ABCC6	  (MRP6)	  	  ABCC7	  (CFRT)	  	  ABCC8	  (SUR1)	  	  ABCC9	  (SUR2)	  	  ABCC10	  (MRP7)	  	  ABCC11	  (MRP8)	  	  ABCC12	  (MRP9)	  	  ABCC13	  	  
ABCD1	  (ALDP)	   ABCE1	  (OABP)	   	  ABCF1	   	  ABCG1	  	  ABCA2	   	  ABCF2	   ABCG2	  (BCRP)	  	  ABCA3	   ABCD2	  (ALDR)	   	   	  ABCF3	  	  ABCA4	   	   	   ABCG4	  	  ABCA5	   ABCD3	   	   	   ABCG5	  	  ABCA6	   ABCD4	   	   	   ABCG8	  	  ABCA7	   	   	   	   	  	  ABCA8	   	   	   	   	  	  ABCA9	   	   	   	   	  	  ABCA10	   	   	   	   	  	  ABCA12	   	   	   	   	  	  ABCA13	   	   	   	   	  	   	   	   	   	  	   	   	   	   	  	   	   	   	   	  
	   	   	   	   	  
Tabla	  1-­‐1.	  Clasificación	  de	  la	  familia	  de	  transportadores	  ABC	  es	  subfamilias	  (45)	  	   Hasta	  la	  fecha	  se	  han	  caracterizado	  trece	  miembros	  en	  la	  	  subfamilia	  ABCC,	  todos	  ellos	  proteínas	  transmembrana	  con	  un	  peso	  molecular	  aparente	  de	  190	  kDa.	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Se	  pueden	  dividir	  en	  dos	  grupos	  según	  tengan	  o	  no	  el	  dominio	  transmembrana	  0	  (TMD0	  o	  MSD0)	  (46).	  	  	  
	  
Figura	  1-­‐9.	  Modelos	  topológicos	  de	  membrana	  para	  MRPs	  (46)	  	   La	  relación	  entre	  la	  topología	  	  de	  la	  membrana	  y	  la	  actividad	  del	  transporte	  no	  está	  totalmente	  demostrada.	  Se	  sabe,	  por	  ejemplo,	  que	  para	  la	  proteína	  MRP1	  el	  dominio	  TMD0	  es	  independiente	  de	  la	  actividad	  del	  transporte	  (47).	  En	   el	   intestino	   destaca	   especialmente	   la	   presencia	   de	   MRP2	   (también	  llamado	   ABCC2	   o	   cMOAT)	   y	   CFTR	   (también	   llamado	   ABCC7).	   En	   cuanto	   a	   su	  localización	   celular	   se	   ha	   podido	   observar,	   utilizando	  monocapas	   polarizadas	   de	  células	  renales,	  que	  MRP2	  se	  sitúa	  en	  la	  membrana	  apical	  (33).	  En	   la	  Figura	  1-­‐10	   	  se	  muestra	   la	   localización	  subcelular	  de	   la	   familia	  MRP.	  En	  la	  célula	  izquierda	  están	  representadas	  las	  MRPs	  con	  tres	  TMD	  y	  en	  la	  célula	  de	  la	  derecha	  las	  MRPs	  con	  dos	  TMD	  (46).	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Figura	  1-­‐10.	  Localización	  subcelular	  y	  sustratos	  específicos	  de	  las	  MRPs	  (46).	  	   Se	  muestra	  la	  posición	  subcelular	  de	  cada	  MRP	  sobre	  la	  membrana	  apical	  o	  basolateral.	   La	   presencia	   de	   una	  MRP	   en	   ambas	   ubicaciones	   indica	   que	   la	   célula	  presenta	   diferencias	   específicas	   en	   la	   distribución	   subcelular.	   En	   el	   caso	   de	   las	  MRPs	   7,	   8	   y	   9	   el	   signo	   de	   interrogación	   indica	   que	   se	   desconoce	   su	   localización	  subcelular	  exacta	  (46).	  En	  la	  tabla	  1-­‐2	  se	  detalla	   la	  nomenclatura	  y	  distribuciones	  de	  la	  familia	  de	  transportadores	  MRP	  (48).	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
GSH-­‐X	  	  (LTC4,	  DNP-­‐SG,	  EA-­‐SG,	  NEH-­‐SG)	  
Glucoronido-­‐X	  	  (E217βG,	  etoposido-­‐glucoronido)	  
Sulfato-­‐X	  (E1S,	  DHEAS)	  
GSH,	  GSSG	  
Inhibidores	  proteasa	  VIH	  
Antraciclinas	  
Epipodofilotoxinas	  
Alcaloides	  de	  la	  Vinca	  Arsenico	  y	  oxianiones	  Antimoniales	  Ácido	  fólico	  y	  Metotrexato	  
GSH-­‐X	  	  (LTC4,	  DNP-­‐SG,	  EA-­‐SG)	  
Glucoronido-­‐X	  	  (E217βG,	  bilirrubina-­‐glucoronidos)	  
Sulfato-­‐X	  (taurolitocolato-­‐3-­‐sulfato)	  
GSH,	  GSSG	  
Inhibidores	  proteasa	  VIH	  
Antraciclinas	  
Epipodofilotoxinas	  
Alcaloides	  de	  la	  Vinca	  
Cisplatino	  
Metotrexato	  
Glucoronido-­‐X	  	  (E217βG,	  bilirrubina-­‐glucoronidos)	  Ácidos	  Biliares	  GSH-­‐X	  	  (LTC4,	  DNP-­‐SG)	  
Sulfato-­‐X	  (taurolitocolato-­‐3-­‐sulfato)	  
Metotrexato	  Etoposido	  y	  teniposido	  
GSH-­‐X	  	  (LTC4,	  DNP-­‐SG,	  NEM-­‐SG)	  
Antraciclinas	  
Epipodofilotoxinas	  
Cisplatino	  
Glucoronido-­‐X	  	  (E217βG)	  
GSH-­‐X	  	  (LTC4,	  DNP-­‐SG)	  
Antraciclinas	  
Alcaloides	  de	  la	  Vinca	  
Cisplatino	  
Taxanos	  
Análogos	  
nucleótidos/nucleósid
os	  (AMPc,	  GMPc,	  PMEA,	  5’-­‐fluorouracil,	  2’,3’-­‐dideoxicitidina)	  
Análogos	  
nucleótidos/nucleósidos	  AMPc,	  GMPc,	  PMEA,	  5’-­‐FUMP	  GSH-­‐X	  (DNP_SG)	  GSH	  Potasio	  antimonil	  tartrato	  
Análogos	  nucleótidos	  (AMPc,	  GMPc,	  PMEA)	  
Glucoronido-­‐X	  	  (E217βG)	  
Sulfato-­‐X	  (DHEAS)	  Prostaglandinas	  (PGE1	  y	  PGE2)	  Metotrexato	  Ácidos	  biliares	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Familia	  MRP	   Familia	  ABCC	   Otros	  nombres	   Distribución	  MRP1	   ABCC1	   MRP	   Pulmón	  y	  la	  mayoría	  de	  tejidos	  MRP2	   ABCC2	   cMOAT	  EBCR	   Hígado,	   intestino	   delgado	   y	  riñón	  MRP3	   ABCC3	   MOAT-­‐D	  MLP-­‐2	   Riñón,	  intestino	  delgado,	  colon,	  páncreas	  y	  vesícula	  biliar	  MRP4	   ABCC4	   MOAT-­‐B	   La	  mayoría	  de	  tejidos	  MRP5	   ABCC5	   MOAT-­‐C	   La	   mayoría	   de	   tejidos	   y	  cerebro	  MRP6	   ABCC6	   MOAT-­‐E	   MLP-­‐1	  ARA	   Riñón	  e	  hígado	  CFTR	   ABCC7	   	   Pulmón,	   intestino	   y	  colangiocitos	  SUR1	   ABCC8	   	   Páncreas	  SUR2	   ABCC9	   	   Corazón	  MRP7	   ABCC10	   	   Colon,	  piel	  y	  testículos	  MRP8	   ABCC11	   	   Mama	  y	  testículos	  MRP9	   ABCC12	   	   Mama	  y	  testículos	  MRP10*	   ABCC13	   	   Colon,	   glándulas	   salivares,	  médula	  ósea	  y	  en	  hígado	  fetal	  
Tabla	  1-­‐2.	  Nomenclatura	  y	  distribución	  de	  los	  transportadores	  MRP	  (*nombre	  no	  confirmado).	  	  
3. Parámetros	  de	  absorción	  	   La	  mayoría	  de	   los	  modelos	  experimentales	  evalúan	  la	  absorción	  intestinal,	  tanto	   en	   magnitud	   como	   en	   velocidad,	   a	   partir	   de	   datos	   de	   concentración	  remanente	  en	  lumen	  a	  distintos	  tiempos.	  Según	  el	  diseño	  resulta	  más	  conveniente	  obtener	  un	  	  tipo	  u	  otro	  de	  parámetro	  representativo	  del	  fenómeno	  de	  desaparición	  del	  soluto	  en	  estudio.	  Los	  parámetros	  más	  utilizados	  son	  la	  constante	  de	  velocidad	  de	  absorción	  de	  primer	  orden	  y	  el	  coeficiente	  de	  permeabilidad.	  Existe	  además	  la	  opción	  de	  cuantificar	  la	  aparición	  del	  soluto	  en	  estudio	  en	  sangre	  portal.	  Es	  una	  estimación	  más	  precisa	  del	   fenómeno	  de	   la	  absorción	  pero	  presenta	  inconvenientes	  de	  tipo	  experimental.	  	  
3.1. Constante	  de	  velocidad	  de	  absorción	  	   La	  constante	  de	  absorción	  o	  constante	  de	  velocidad	  de	  absorción	  intrínseca,	  
ka,	   es	   el	   parámetro	   que	   rige	   la	   velocidad	   a	   la	   que	   se	   absorbe	   un	   compuesto	   en	  condiciones	   estandarizadas	   y	   reproducibles,	   generalmente	   en	   animales	   de	  experimentación	  como	  sustrato	  biológico,	  tras	  aislar	  convenientemente	  el	  lugar	  de	  absorción	  (algún	  tramo	  o	  todo	  el	  tracto	  intestinal).	  Al	  caracterizar	  este	  parámetro,	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se	  debe	  evitar	  que	  la	  disolución	  del	  soluto	  a	  ensayar	  sea	  un	  factor	  limitativo	  de	  la	  absorción,	  para	  ello	  éste	  debe	  estar	  totalmente	  disuelto.	  El	   valor	   de	   la	   constante	   de	   absorción	   intrínseca	   está	   condicionado	   por	   los	  siguientes	  factores:	  	  
• Factores	   característicos	   de	   la	   técnica	   experimental:	   área	   superficial	   de	   la	  membrana	  absorbente,	  pH	  de	   la	  solución,	  grado	  de	  agitación,	   temperatura	  de	   la	   zona	   y	   viscosidad	   del	   medio.	   	   Si	   la	   técnica	   experimental	   está	  convenientemente	   estandarizada,	   estos	   factores	   pueden	   considerarse	  constantes.	  
• Factores	   característicos	   del	   fármaco:	   lipofilia	   intrínseca	   (afinidad	   de	   la	  molécula	  hacia	  la	  membrana	  absorbente),	  peso,	  volumen	  y	  área	  molecular	  y	  la	   configuración	   espacial	   y	   electrónica;	   que	   determinan	   su	   coeficiente	   de	  difusión	   tanto	   en	   el	   medio	   acuoso	   como	   en	   el	   lipídico.	   Esta	   última	  condiciona	  además,	  su	  interacción	  con	  transportadores.	  	   El	  valor	  de	  ka	  se	  calcula	  por	  ajuste	  de	  las	  concentraciones	  remanentes	  en	  el	  lugar	  de	  absorción	  frente	  al	  tiempo,	  asumiendo	  una	  cinética	  de	  primer	  orden.	  	  	   La	   ecuación	   1-­‐1	   muestra	   la	   relación	   entre	   la	   constante	   de	   velocidad	   de	  absorción	  y	  el	  coeficiente	  de	  permeabilidad	  (Peff)	  	  𝑃𝑒𝑓𝑓 = 𝑘𝑎 ∙ 𝑟/2	  
(	  1-­‐1	  )	  donde	  r	  es	  el	  radio	  del	  intestino.	  	  
B. Sistema de Clasificación Biofarmacéutico 	   Al	   aplicar	   la	   primera	   Ley	   de	   Fick	   de	   difusión	   a	   la	  membrana	   intestinal	   se	  puede	  escribir:	  	   𝐽 = 1𝐴 ∙ 𝜕𝑀𝜕𝑡 = 𝑃!"" ∙ 𝐶!	  
(	  1-­‐2	  )	  donde,	   J	   representa	   el	   transporte	   de	   fármaco	   a	   través	   del	   intestino,	   Peff	   es	   la	  permeabilidad	  efectiva	  del	  fármaco,	  Cs	  es	  la	  concentración	  del	  fármaco	  en	  el	  lumen	  intestinal	   y	   A	   es	   la	   superficie	   del	   intestino.	   De	   acuerdo	   con	   esta	   ecuación,	   la	  permeabilidad	  y	   la	   solubilidad	   son	   los	   factores	  que	  determinan	  el	   transporte	  del	  fármaco	   a	   través	  de	   la	  membrana	   intestinal	   (49).	   	   Si	   se	   considera	   la	   Ley	  de	  Fick	  para	   definir	   los	   factores	   que	   determinan	   la	   biodisponibilidad	   de	   un	   fármaco	  administrado	  por	  vía	  oral,	  se	  puede	  establecer	  que	  la	  velocidad	  de	  absorción	  de	  un	  fármaco	   depende	   de	   su	   permeabilidad	   a	   través	   de	   la	   membrana	   y	   de	   su	  concentración	  en	  el	  lumen.	  	  La	  cantidad	  total	  de	  fármaco	  que	  se	  absorbe	  depende	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de	  estos	  mismos	  factores	  y	  del	  tiempo	  que	  permanece	  el	  fármaco	  disponible	  para	  su	  absorción.	   	  A	  su	  vez,	   la	  concentración	  del	   fármaco	  en	  el	   lumen	  depende	  de	  su	  solubilidad	  y	  de	  la	  velocidad	  de	  disolución	  in	  vivo.	  	  Por	   lo	   anteriormente	   expuesto	   se	   puede	   afirmar	   que	   dos	   formas	  farmacéuticas	   orales	   de	   liberación	   inmediata,	   que	   contengan	   el	  mismo	   principio	  activo	  y	  tengan	  los	  mismos	  perfiles	  de	  concentración	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  el	  lumen	  intestinal,	  tendrán	  la	  misma	  velocidad	  y	  grado	  de	  absorción.	  	  Para	  que	  esta	  premisa	   se	   cumpla	   ninguno	   de	   los	   componentes	   de	   las	   formulaciones	   puede	  afectar	  la	  permeabilidad	  de	  la	  membrana	  o	  el	  tiempo	  de	  tránsito	  intestinal	  y	  ambas	  formulaciones	  deben	  tener	  el	  mismo	  perfil	  de	  disolución	  en	  todas	  las	  condiciones	  luminales.	  Siendo	   la	   solubilidad	   y	   la	   permeabilidad	   los	   principales	   factores	   que	  determinan	   la	   absorción	   de	   fármacos	   por	   vía	   oral,	   el	   Sistema	   de	   Clasificación	  Biofarmacéutico	  (SCB)	  clasifica	  los	  fármacos	  en	  función	  de	  su	  solubilidad	  acuosa	  y	  su	  permeabilidad	   intestinal	   (figura	  1-­‐11).	   	  El	   SCB	  clasifica	   los	   fármacos	  en	  alta	  y	  baja	  solubilidad	  y	  alta	  y	  baja	  permeabilidad	  (50).	  	  Inicialmente	  se	  consideraba	  que	  un	  fármaco	  es	  de	  alta	  solubilidad	  cuando	  su	  dosis	  más	  alta	  es	  soluble	  en	  un	  vaso	  de	  agua	   (250	  mL)	   a	   pH	   entre	   1	   y	   7,5;	   y	   de	   alta	   permeabilidad	   cuando	   su	   grado	   de	  absorción,	  determinada	  experimentalmente,	  es	  igual	  o	  mayor	  que	  90%	  (51).	  	  
	  
Figura	  1-­‐11.	  Clasificación	  de	  los	  fármacos	  según	  SCB.	  	  El	   SCB	   establece	   tres	   números	   adimensionales	   para	   caracterizar	   un	  fármaco:	  número	  de	  absorción	  (An),	  número	  de	  dosis	  (Do)	  y	  número	  de	  disolución	  (Dn).	  
El	   número	   de	   absorción	   es	   la	   relación	   entre	   la	   permeabilidad	   (Peff),	   el	  radio	  del	  intestino	  (R)	  y	  el	  tiempo	  de	  residencia	  (Tres).	  	  Este	  número	  también	  puede	  expresarse	  como	  la	  razón	  entre	  el	   tiempo	  de	  residencia	  y	  el	   tiempo	  de	  absorción	  (Tabs),	  como	  se	  muestra	  en	  la	  ecuación	  1-­‐3.	  	   𝐴𝑛 = 𝑃!""𝑅 ∙ 𝑇!"# = 𝑇!"#𝑇!"# 	  
(	  1-­‐3	  )	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Como	   se	   puede	  deducir	   de	   la	   ecuación	   anterior,	   los	   compuestos	   con	   altos	  valores	  de	  permeabilidad	  se	  absorben	  en	  corto	  tiempo	  y	  por	  tanto	  se	  absorberán	  completamente	  durante	  su	  tránsito	  intestinal,	  siempre	  que	  no	  existan	  factores	  que	  modifiquen	  su	  liberación	  desde	  la	  forma	  farmacéutica	  o	  su	  solubilidad.	  La	  fracción	  absorbida	  (F)	  de	  una	  solución	  sigue	  una	  función	  exponencial	  y	  se	   puede	   calcular	   según	   la	   ecuación	   1-­‐4	   que	   establece	   la	   relación	   entre	   fracción	  absorbida	  y	  número	  de	  absorción.	  𝐹 = 1− 𝑒!!!"	  
(	  1-­‐4	  )	  
El	  número	  de	  dosis	  es	  la	  relación	  entre	  la	  concentración	  que	  tiene	  la	  dosis	  en	  el	  lumen	  intestinal	  y	  la	  solubilidad	  del	  fármaco	  (ecuación	  1-­‐5).	  	   𝐷𝑜 = 𝐷 250𝐶! 	  
(	  1-­‐5	  )	  Donde,	  D	   es	   la	   dosis	   del	   fármaco,	   250	   es	   el	   volumen	   de	   agua	   con	   que	   se	  administra	   la	   dosis	   al	   paciente,	   que	   usualmente	   es	   un	   vaso	   de	   agua,	   y	   Cs	   es	   la	  solubilidad	  del	  fármaco.	  Cuando	   un	   fármaco	   posee	   una	   alta	   solubilidad,	   la	   disolución	   no	   está	  limitada	  por	  la	  solubilidad	  y,	  por	  tanto,	  la	  absorción	  no	  depende	  de	  estos	  factores.	  En	   fármacos	   cuya	   solubilidad	   y	   permeabilidad	   es	   alta,	   quien	   controla	   la	  velocidad	  de	  absorción	  es	  el	  vaciamiento	  gástrico.	  
El	  número	  de	  disolución	  es	  la	  relación	  entre	  el	  tiempo	  de	  residencia	  y	  el	  tiempo	  de	  disolución	  (Tdiss).	  	  El	  tiempo	  de	  disolución	  depende	  de	  la	  solubilidad	  (Cs),	  la	  difusividad	  (D),	  	  densidad	  (ρ)	  y	  radio	  inicial	  de	  las	  partículas	  (r)	  (ecuación	  1-­‐6).	  	   𝐷𝑛 = 3𝐷𝑟! ∙ 𝐶!𝜌 ∙ 𝑇!"# = 𝑇!"#𝑇!"##	  
(	  1-­‐6	  )	  Una	   disolución	   rápida	   asegura	   que	   la	   disolución	   in	   vivo	   no	   es	   el	   factor	  limitante	  del	  proceso	  de	  absorción	  (49).	  	  
1. Bioexenciones	  basadas	  en	  el	  Sistema	  de	  Clasificación	  
Biofarmacéutico.	  	   Una	  bioexención	  es	  la	  posibilidad	  de	  sustituir	  el	  ensayo	  de	  bioequivalencia	  
in	  vivo	  por	  datos	  obtenidos	  en	  ensayos	  de	  disolución	   in	  vitro.	   	   Se	  aplica	  a	   formas	  farmacéuticas	   orales	   sólidas	   de	   liberación	   inmediata	   con	   acción	   sistémica	   y	  consiste	   en	   el	   estudio	   comparativo	   de	   los	   perfiles	   de	   disolución	   in	  vitro	   entre	   la	  formulación	  que	  se	  ensaya	  y	  el	  producto	  de	  referencia.	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En	   principio,	   las	   bioexenciones	   fueron	   usadas	   por	   los	   fabricantes	   de	   los	  productos	   innovadores,	   cuando	   éstos	   necesitaban	   demostrar	   que	   cambios	   post-­‐registro	   o	   de	   escala,	   no	   afectaban	   el	   desempeño	   de	   las	   formulaciones.	  Posteriormente,	  se	  aceptaron	  también	  para	  la	  aprobación	  de	  productos	  genéricos	  que	   contienen	   principios	   activos	   con	   ciertas	   características	   de	   solubilidad	   y	  permeabilidad,	  lo	  que	  supone	  una	  reducción	  de	  los	  estudios	  realizados	  in	  vivo	  y	  en	  consecuencia,	   una	   disminución	   tanto	   en	   los	   gastos	   de	   investigación	   de	   los	  genéricos	  como	  en	  la	  repercusión	  ética	  que	  tienen	  los	  estudios	  en	  humanos.	  El	  SCB	  ha	  proporcionado	  una	  sólida	  base	  científica	  para	  decidir	  cuándo	  los	  estudios	  de	  bioequivalencia	   in	  vitro	   son	  suficientes	  o	   incluso	  más	  discriminativos	  que	  los	  estudios	  in	  vivo.	  	  Amidon	  y	  colaboradores	  defienden	  que	  para	  los	  fármacos	  clase	  I	  y	  III,	  los	  ensayos	  de	  disolución	  pueden	  aportar	  inclusive	  mayor	  evidencia	  de	  bioequivalencia	   que	   los	   estudios	   in	   vivo,	   ya	   que	   en	   estos	   últimos	   se	   pueden	  producir	  variaciones	  en	  los	  niveles	  plasmáticos	  del	  fármaco	  que	  pueden	  deberse	  a	  modificaciones	   en	   el	   tránsito	   intestinal	   y	   gástrico,	   no	   permitiendo	   observar	   las	  diferencias	  entre	  las	  formulaciones	  a	  comparar	  (52).	  Según	  el	  SCB	  en	  aquellas	  formulaciones	  sólidas	  de	  liberación	  inmediata	  que	  contengan	   fármacos	   de	   alta	   solubilidad	   (clase	   I	   y	   III),	   que	   disuelvan	   al	  menos	   el	  85%	   de	   la	   sustancia	   activa	   en	   15	   minutos	   o	   menos,	   se	   puede	   asegurar	   que	   la	  biodisponibilidad	  del	  fármaco	  no	  está	  limitada	  por	  la	  disolución;	  en	  esos	  casos,	  el	  paso	  limitante	  de	  la	  velocidad	  de	  absorción	  es	  el	  vaciado	  gástrico	  (53).	  La	   Food	   and	   Drug	   Administration	   (FDA)	   contempla	   las	   bioexenciones	  basadas	   en	   el	   SCB	   para	   productos	   administrados	   por	   vía	   oral,	   que	   se	   disuelvan	  rápidamente	   (>	  85%	  en	  15	  minutos)	  y	   contengan	   fármacos	  altamente	   solubles	  y	  altamente	  permeables.	  Se	  recomienda	  que	  se	  estudien	  los	  perfiles	  de	  disolución	  a	  pH	  1,2;	  4,5	  y	  6,8	  (54).	  	  	  La	   Agencia	   Europea	   de	   Medicamentos	   (EMA)	   establece	   en	   la	   guía	   sobre	  investigación	  en	  bioequivalencia	  que	  pueden	  optar	  a	   la	  bioexención	  basada	  en	  el	  SCB	  aquellos	   fármacos	  altamente	  solubles	   con	  absorción	  en	  humanos	  conocida	  y	  que	  no	   sean	  de	   estrecho	  margen	   terapéutico.	   	   La	  bioexención	   se	   aplica	   a	   formas	  farmacéuticas	   sólidas	   de	   liberación	   inmediata	   y	   acción	   sistémica	   que	   tengan	   la	  misma	   forma	   farmacéutica	   que	   el	   innovador	   y	   siempre	   que	   cumplan	   con	   las	  siguientes	  condiciones:	  	  
- Principios	   activos	   con	   alta	   solubilidad	   y	   alta	   absorción	   (clase	   I)	   cuyas	  formulaciones	   presenten	   muy	   rápida	   (>85%	   en	   15	   minutos)	   o	   rápida	  (>85%	   en	   30	   minutos)	   disolución	   in	   vitro	   y	   que	   los	   perfiles	   entre	   el	  producto	  de	  referencia	  y	   la	   formulación	  ensayada	  sean	  similares	  a	  pH	  1,2;	  4,5	  y	  6,8.	  	  Los	  excipientes	  que	  pueden	  afectar	  la	  biodisponibilidad	  deben	  ser	  cualitativa	  y	  cuantitativamente	  los	  mismos.	  	  En	  general,	  se	  prefiere	  que	  los	  excipientes	  usados	  sean	  los	  mismos	  y	  en	  cantidades	  similares.	  
- Principios	   activos	   con	   alta	   solubilidad	   y	   baja	   absorción	   (clase	   III)	   cuyas	  formulaciones	   presenten	  muy	   rápida	   disolución	   in	  vitro	   y	   que	   los	   perfiles	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entre	  el	  producto	  de	  referencia	  y	  la	  formulación	  ensayada	  sean	  similares	  a	  pH	  1,2;	  4,5	  y	  6,8.	   	  Los	  excipientes	  que	  pueden	  afectar	   la	  biodisponibilidad	  deben	   ser	   cualitativa	   y	   cuantitativamente	   los	   mismos	   y	   los	   demás	  excipientes	   deben	   ser	   cualitativamente	   los	   mismos	   y	   cuantitativamente	  muy	  similares	  (55).	  	   La	   Organización	   Mundial	   de	   la	   Salud	   (OMS)	   considera	   las	   bioexenciones	  basadas	   en	   el	   SCB	   para	   formas	   de	   dosificación	   orales	   bajo	   las	   siguientes	  condiciones:	  	  
- Formas	   de	   dosificación	   que	   contengan	   fármacos	   altamente	   solubles	   y	  altamente	   permeables	   (clase	   I)	   cuando	   la	   formulación	   presenta	   rápida	  velocidad	  de	  disolución	  (al	  menos	  85%	  de	  fármaco	  disuelto	  en	  30	  minutos)	  y	   los	   perfiles	   del	   producto	   multifuente	   y	   del	   producto	   de	   referencia	   son	  similares	  a	  pH	  1,2;	  4,5	  y	  6,8.	   	  Si	  el	  producto	  multifuente	  y	  el	  de	  referencia	  son	   de	   muy	   rápida	   velocidad	   de	   disolución	   (al	   menos	   85%	   de	   fármaco	  disuelto	   en	   15	   minutos)	   se	   consideran	   equivalentes	   sin	   ser	   necesaria	   la	  comparación	  de	  sus	  perfiles.	  
- Formas	  de	  dosificación	  con	  fármacos	  altamente	  solubles	  y	  poco	  permeables	  (clase	   III).	   	   Se	   recomienda	   que	   tanto	   el	   producto	   de	   referencia	   como	   el	  producto	  multifuente	  tengan	  una	  muy	  rápida	  velocidad	  de	  disolución.	  	  Para	  esta	  clase	  de	  principios	  activos	  recomienda	  una	  evaluación	  más	  exhaustiva	  cuando	  el	  grado	  de	  absorción	  sea	  bajo,	  el	  sitio	  de	  absorción	  del	  fármaco	  está	  restringido	   a	   la	   región	   proximal	   del	   intestino	   o	   cuando	   el	   mecanismo	   de	  absorción	  sufre	  inhibición/competición.	  
- Formas	  de	  dosificación	  con	  fármacos	  de	  alta	  solubilidad	  a	  pH	  6,8;	  pero	  baja	  solubilidad	  a	  pH	  1,2	  y	  4,5	  y	  con	  alta	  permeabilidad	  (algunos	  fármacos	  de	  la	  clase	   II	   con	  propiedades	  de	   ácido	  débil).	   	   En	   este	   caso	   recomienda	  que	   el	  producto	  multifuente	  sea	  de	  rápida	  velocidad	  de	  disolución	  a	  pH	  6,8	  y	  que	  presente	  perfiles	  de	  disolución	  similares	  al	  producto	  de	  referencia	  a	  pH	  1,2;	  4,5	  y	  6,8.	  	   Con	   respecto	   a	   los	   excipientes	   recomienda	   como	   regla	   general	   que	   las	  composición	   del	   producto	   multifuente	   y	   el	   producto	   de	   referencia	   sean	   muy	  similares	   para	   así	   disminuir	   el	   riesgo	   de	   una	   decisión	   inapropiada	   de	  bioequivalencia	  por	  una	  bioexención	  basada	  en	  el	  SCB	  (56).	  	   Tsume	  y	  colaboradores	  han	  propuesto	  una	  subclasificación	  dentro	  del	  SCB	  de	  las	  clases	  II	  y	  IV	  (57)	  en	  la	  que	  se	  considera	  si	  un	  fármaco	  es	  ácido	  (a),	  base	  (b)	  o	  neutro	  (c).	  	  En	  la	  tabla	  1-­‐3	  se	  observa	  la	  clasificación	  propuesta.	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  Subclasificación	  SCB	   Solubilidad	  a	  pH	  2	   Solubilidad	  a	  pH	  6,5	   Permeabilidad	  I	   Alta	   Alta	   Alta	  IIa	   Baja	   Alta	   Alta	  IIb	   Alta	   Baja	   Alta	  IIc	   Baja	   Baja	   Alta	  III	   Alta	   Alta	   Baja	  IVa	   Baja	   Alta	   Baja	  IVb	   Alta	   Baja	   Baja	  IVc	   Baja	   Baja	   Baja	  
Tabla	  1-­‐3.	  Subclasificación	  del	  SCB	  según	  la	  solubilidad,	  permeabilidad	  y	  pKa	  de	  los	  fármacos.	  	   En	  esta	  subclasificación	  se	  considera	  el	  pKa	  del	  fármaco	  y	  de	  acuerdo	  a	  ello,	  los	   fármacos	   con	  pKa	  menor	  a	  5	  pertenecen	  a	   la	   subclase	   “a”,	   los	  que	   tengan	  un	  pKa	  mayor	  que	  6	  son	  de	   la	  subclase	  “b”	  y	   lo	  que	  no	  posean	  pKa	  o	  un	  pKa	  menor	  que	  0	  o	  mayor	  que	  8,	  son	  de	  la	  subclase	  “c”.	  	  Las	  subclases	  propuestas	  se	  basan	  en	  las	  propiedades	  de	  los	  fármacos	  y	  pueden	  ser	  usadas	  en	  el	  desarrollo	  de	  métodos	  de	   disolución	   predictivos	   del	   comportamiento	   in	   vivo	   y	   de	   metodologías	   para	  predecir	  la	  absorción.	  Los	   fármacos	   de	   la	   subclase	   IIa	   son	   clasificados	   como	   de	   baja	   solubilidad	  debido	  a	  su	  poca	  solubilidad	  a	  pH	  gástrico,	  sin	  embargo,	  podrían	  comportarse	  de	  manera	  similar	  a	  los	  fármacos	  de	  la	  clase	  I.	  	  Así,	  los	  ácidos	  débiles	  de	  la	  subclase	  IIa	  pueden	   ser	   completamente	   absorbidos	   por	   su	   alta	   permeabilidad,	   además	   de	   su	  alta	   solubilidad	  y	   rápida	  disolución	  en	  el	   intestino	  delgado	  y	  grueso;	  y	   suficiente	  tiempo	   de	   residencia	   a	   lo	   largo	   del	   intestino.	   	   Por	   ello,	   una	   forma	   farmacéutica	  sólida	   de	   liberación	   inmediata	   de	   un	   fármaco	   tipo	   ácido	   débil	   con	   pKa	  menor	   o	  igual	   a	   5	   y	   de	   alta	   permeabilidad,	   tendría	   suficiente	   tiempo	   para	   disolverse	   y	  absorberse	   completamente	   y	   por	   tanto	   podría	   optar	   a	   una	   bioexención	   con	   una	  base	  científica	  sólida.	  Las	   bases	   débiles	   que	   pueden	   ser	   clasificadas	   como	   IIb	   presentan	   alta	  solubilidad	   en	   el	   estómago	   y	   tramo	   proximal	   del	   intestino	   delgado	   pero	   baja	  solubilidad	  en	  la	  porción	  distal	  del	  intestino	  delgado,	  ciego	  e	  intestino	  grueso.	  	  Los	  fármacos	   con	   estas	   características	   pueden	   precipitar	   cuando	   alcanzan	   la	   zona	  distal	   del	   intestino,	   ya	   que	   pasan	   de	   un	   medio	   que	   favorece	   su	   disolución	  (estómago)	   a	   condiciones	   menos	   favorables.	   	   Los	   factores	   que	   determinan	   la	  absorción	   de	   este	   tipo	   de	   fármacos	   son	   la	   velocidad	   de	   vaciado	   gástrico,	   la	  permeabilidad	  y	  la	  precipitación.	  Para	   los	   fármacos	   neutros	   (IIc)	   la	   solubilidad	   no	   está	   condicionada	   por	  cambios	  en	  el	  pH	  del	  tracto	  gastrointestinal,	  aunque	  la	  desintegración	  y	  disolución	  podrían	   verse	   afectadas	   por	   el	   medio	   gástrico.	   	   La	   solubilidad	   del	   fármaco	   y	   la	  velocidad	  de	  disolución	   se	  ven	  determinadas	  por	  el	   tamaño	  de	   las	  partículas,	   así	  como	   por	   la	   distribución	   en	   el	   tamaño	   de	   éstas,	   factores	   inherentes	   a	   la	  formulación	  y	  la	  condiciones	  del	  entorno	  luminal.	  	  Este	  grupo	  de	  fármacos	  pueden	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presentar	  alto	  grado	  de	  absorción	  en	  el	  ciego	  y	  colon	  debido	  a	  que	  gran	  cantidad	  del	  fármaco	  alcanza	  esta	  zona	  del	  intestino	  (57).	  	  
1.1. Modelos	  experimentales	  para	  determinar	   la	  permeabilidad	  
intestinal	  	   De	   acuerdo	   a	   la	   FDA,	   un	   fármaco	   es	   considerado	   altamente	   permeable	  cuando	  el	   grado	  de	  absorción	  en	  humanos	  es	   igual	  o	  mayor	  del	  90%	  de	   la	  dosis	  administrada,	   determinado	   mediante	   un	   estudio	   de	   balance	   de	   masas	   o	   en	  comparación	  con	  una	  dosis	   intravenosa	  de	  referencia,	  siempre	  que	  se	  demuestre	  que	  el	  fármaco	  es	  estable	  en	  el	  tracto	  gastrointestinal	  (58).	  La	  EMA	  coincide	  con	  las	  recomendaciones	   de	   la	   OMS	   y	   marcan	   en	   85%	   el	   grado	   de	   absorción	   que	   debe	  presentar	  un	  fármaco	  para	  que	  sea	  considerado	  altamente	  permeable	  (55,	  56).	  Hay	  métodos	  alternativos	  que	  pueden	  ser	  usados	  para	  la	  determinación	  de	  la	  permeabilidad	  de	  los	  fármacos.	  	  Estos	  métodos	  incluyen	  el	  método	  de	  perfusión	  en	  humanos	  in	  vivo,	  métodos	  in	  vivo,	  in	  situ	  e	  in	  vitro	  en	  modelo	  animal	  y	  el	  modelo	  
in	  vitro	  a	   través	  de	  monocapas	  de	  células	  epiteliales	  cultivadas	  (56,	  58).	  En	  estos	  métodos,	   se	   clasifica	   un	   fármaco	   como	   altamente	   permeable	   cuando	   su	  permeabilidad	   es	   igual	   o	   mayor	   que	   la	   de	   un	   estándar	   interno	   con	   alta	  permeabilidad.	   El	   método	   deber	   ser	   desarrollado,	   validado	   y	   demostrar	   que	   es	  adecuado	  para	  el	  establecimiento	  de	   la	  permeabilidad	  de	  fármacos,	  con	  el	  uso	  de	  varios	   fármacos	  modelo	  y	  el	  de	  un	  control	  negativo.	   	  La	  FDA	  sugiere	  una	   lista	  de	  fármacos	  que	  pueden	  ser	  usados	  como	  modelo	  (58).	  	  El	   Metoprolol	   ha	   sido	   ampliamente	   usado	   como	   límite	   para	   clasificar	   los	  fármacos	  según	  su	  permeabilidad,	  aunque	  algunos	  autores	  consideran	  que	  es	  una	  referencia	   conservadora	   para	   clasificar	   entre	   alta	   y	   baja	   permeabilidad.	   	   El	  Metoprolol	   ha	   sido	   estudiado	   con	   la	   técnica	   de	   intubación	   en	   humanos,	  demostrando	  que	  es	  un	   fármaco	  que	  se	  absorbe	  bien	   tanto	  en	  duodeno	  como	  en	  yeyuno.	  	  La	  fracción	  de	  dosis	  absorbida	  de	  Metoprolol	  está	  muy	  bien	  documentada	  en	   estudios	   realizados	   mediante	   la	   excreción	   del	   fármaco	   y	   metabolitos	  radiomarcados,	  después	  de	  su	  administración	  oral	  e	  intravenosa	  (59).	  	  	  	  
1.1.1. Determinación	  de	  la	  permeabilidad	  en	  humanos	  
a.) Métodos	  indirectos	  	  
• Estudio	  farmacocinético	  de	  balance	  de	  masas:	  es	  un	  estudio	  farmacocinético	  completo	   que	   se	   realiza	   con	   el	   fármaco	   radiomarcado.	   	   Se	   realiza	   en	  voluntarios	  sanos	  a	  los	  que	  se	  les	  administra	  por	  vía	  oral	  el	  fármaco	  y	  luego	  se	   recolectan	   muestras	   de	   sangre,	   orina	   y	   heces	   a	   fin	   de	   cuantificar	   el	  fármaco	   y	   sus	  metabolitos	   en	   todas	   las	  muestras	   biológicas	   obtenidas	   de	  cada	  voluntario	  (60).	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• Estudio	  de	  biodisponibilidad	  absoluta:	  en	  este	  tipo	  de	  estudios	  se	  compara	  la	  biodisponibilidad	  de	  un	  fármaco	  administrado	  por	  vía	  oral	  con	  los	  datos	  de	  una	  dosis	  intravenosa,	  obteniéndose	  información	  útil	  sobre	  la	  distribución	  y	  eliminación	   del	   fármaco	   e	   indirectamente	   se	   determina	   la	   permeabilidad	  oral	  y	  la	  influencia	  de	  enzimas	  y	  transportadores	  presistémicos.	  El	  fármaco	  puede	   estudiarse	   en	   plasma	   sanguíneo	   o	   en	   orina	   y	   debe	   conocerse	   con	  exactitud	  los	  metabolitos	  que	  se	  pueden	  encontrar	  en	  la	  muestra	  biológica	  estudiada.	  El	  método	  analítico	  debe	  ser	  adecuado	  para	  cuantificar	   tanto	  el	  fármaco	   como	   los	  metabolitos.	   La	   razón	   entre	   el	   área	   bajo	   la	   curva	   de	   la	  dosis	  oral	  y	  la	  dosis	  intravenosa,	  permite	  el	  cálculo	  de	  la	  biodisponibilidad	  absoluta	  del	  fármaco	  administrado	  por	  vía	  oral	  (61).	  	  
b.) Método	  directo	  	  El	  estudio	  directo	  de	   la	  permeabilidad	  en	  humanos,	   se	  realiza	  mediante	   la	  perfusión	   de	   un	   solo	   paso	   sin	   recirculación	   de	   la	   región	   del	   intestino	   donde	   se	  quiere	   conocer	   la	   permeabilidad	   de	   un	   fármaco.	   	   La	   determinación	   de	   la	  permeabilidad	  se	  basa	  en	  el	  cálculo	  de	   la	  absorción	  intestinal	  como	  función	  de	   la	  desaparición	  de	  un	  fármaco	  en	  el	  segmento	  estudiado,	  por	  lo	  que	  la	  permeabilidad	  intestinal	   reflejará	   la	   velocidad	   de	   transporte	   a	   través	   de	   la	   barrera	   epitelial	   del	  intestino,	  expresada	  en	  centímetros	  por	  segundo	  (62).	  	  
1.1.2. Determinación	  de	  la	  permeabilidad	  en	  modelos	  in	  vitro	  	  
	   a.)	  Ensayo	  de	  permeabilidad	  de	  Membrana	  Artificial	  Paralela	  (PAMPA)	  	  En	   esta	   técnica	   se	   utiliza	   una	   membrana	   artificial	   para	   simular	   el	  comportamiento	  de	   la	  membrana	   celular	  y	   se	   emplea	  para	  predecir	   la	   absorción	  transcelular	  pasiva	   (63).	   	  En	  esta	   técnica	   se	  utiliza	  una	  placa	  de	  microvaloración	  con	  numerosos	  insertos	  de	  naturaleza	  hidrofóbica	  como	  soporte	  y	  una	  membrana	  de	  permeación	  de	  los	  compuestos	  en	  estudio	  formada	  por	  un	  mezcla	  de	  lecitina	  y	  un	  disolvente	  orgánico	  inerte	  (64).	  Es	   un	   sistema	   que	   permite	   realizar	   ensayos	   múltiples,	   por	   lo	   que	   su	  principal	  ventaja	  es	  la	  posibilidad	  de	  investigar	  numerosos	  compuestos	  por	  día.	  	  La	  desventaja	   que	   presenta	   es	   que	   proporciona	   una	   clasificación	   sencilla	   de	   los	  solutos	  estudiados	  en	  baja,	  media	  y	  alta	  probabilidad	  de	  absorción	  intestinal.	  	  	  En	  etapas	  posteriores	  se	  han	  hecho	  modificaciones	  en	  el	  método	  para	  tener	  en	   cuenta	   la	   difusión	   paracelular	   (65)	   y	   se	   han	   correlacionado	   los	   datos	   de	  permeabilidad	   en	   Caco-­‐2	   con	   los	   obtenidos	   con	   las	   membranas	   artificiales	   de	  numerosos	  compuestos	  (66).	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   b.)	  Cultivo	  celular	  monocapa	  Caco-­‐2	  	  Actualmente,	   las	   monocapas	   de	   células	   Caco-­‐2	   cultivadas	   en	   filtros	  permeables	  se	  utilizan	  para	  la	  realización	  de	  estudios	  de	  transporte	  transepitelial	  de	  numerosos	  fármacos	  y	  nutrientes	  (67).	  	  En	  muchos	  casos	  es	  posible	  investigar	  si	  un	   fármaco	   es	   transportado	   de	   forma	   activa	   o	   pasiva	   a	   través	   del	   epitelio	  intestinal;	  si	  el	  transporte	  es	  activo,	  permite	  identificar	  el	  portador	  más	  importante	  (68,	  69).	  La	   línea	   celular	  Caco-­‐2	   fue	   establecida	   en	  1977	  por	  Fogh	  y	   colaboradores	  (70)	   a	   partir	   de	   carcinoma	   de	   colon	   humano.	   Es	   la	   única	   línea	   celular	   capaz	   de	  diferenciarse	   morfológica	   y	   funcionalmente	   como	   células	   con	   gran	   similitud	   a	  enterocitos	  de	  manera	  espontánea	  (71,	  72).	  Este	   tipo	  de	   células	  presentan	  uniones	   estrechas	   (tight	   junctions)	   además	  de	  una	  clara	  polarización	  (cara	  apical	  y	  basal).	  	  	  Otra	  característica	  importante	  que	  asemeja	  esta	  línea	  celular	  a	  la	  membrana	  intestinal	   es	   la	   existencia	   de	   muchas	   de	   las	   enzimas	   del	   borde	   de	   cepillo	   como	  hidrolasas	  (aminopeptidas-­‐N,	   fosfatasa	  alcalina,	  olipeptidilpeptidasa	   IV,	  sacarosa-­‐isomaltasa,	  lactasa)	  y	  enzimas	  de	  fase	  III	  como	  la	  Glicoproteína-­‐P	  y	  otros	  sistemas	  de	  transporte	  especializado	  para	  aminoácidos,	  dipéptidos,	  vitaminas	  y	  citostáticos	  (73).	   	   Asimismo,	   la	   membrana	   basolateral	   está	   asociada	   a	   actividad	   ATP-­‐asa	  dependiente	  de	  sodio-­‐potasio	  y	  a	  receptores	  hormonales.	  	  También	  se	  encuentran	  enzimas	   intracelulares,	   tanto	   de	   fase	   I	   (oxidación),	   como	   las	   CYP,	   incluida	   la	  CYP3A,	   y	   de	   fase	   II	   (conjugación),	   como	   la	   glutatión	   S-­‐transferasa	   y	  sulfotransferasa	  (74,	  75).	  El	  primer	  estudio	  en	  el	  que	  se	  estableció	  una	  correlación	  entre	  el	  coeficiente	  de	   permeabilidad	   obtenido	   en	   monocapas	   Caco-­‐2	   y	   la	   fracción	   de	   fármaco	  absorbida	   después	   de	   su	   administración	   oral	   en	   humanos,	   sugería	   que	   estas	  monocapas	  podrían	  utilizarse	  para	  identificar	  fármacos	  con	  posibles	  problemas	  a	  nivel	   de	   absorción	   (2).	   	   Estudios	  más	   recientes	   indican	   que	   este	  modelo	   in	  vitro	  permite	   clasificar	   la	   permeabilidad	   de	   los	   fármacos	   de	   forma	   similar	   a	   otros	  modelos	  de	  absorción	  más	  complejos,	  como	   los	   tejidos	   intestinales	  aislados	  o	   los	  modelos	  de	  perfusión	  in	  situ	  (76).	  Las	   ventajas	   que	   presentan	   los	   cultivos	   celulares	   frente	   a	   los	  modelos	   de	  absorción	  convencionales	  son:	  	  
- Rápida	  determinación	  de	  la	  permeabilidad	  y	  metabolismo	  de	  los	  fármacos	  
- Estudio	  de	  los	  mecanismos	  de	  absorción	  bajo	  condiciones	  controladas	  
- Evaluación	  rápida	  de	  métodos	  que	  mejoren	  la	  absorción	  de	  fármacos	  
- Realización	  de	  estudios	  con	  líneas	  celulares	  humanas	  
- Minimizan	  la	  experimentación	  animal.	  	  Finalmente,	  es	  necesario	   tener	  en	  cuenta	  que	  existen	  diferencias	  entre	   los	  valores	   de	   permeabilidad	   obtenidos	   para	   un	   mismo	   fármaco	   en	   distintos	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laboratorios,	   debido	   a	   la	   variabilidad	   en	   las	   condiciones	   experimentales	   y	   en	   las	  propias	  líneas	  celulares	  (7).	  	  
	   c.)	  Modelos	  basados	  en	  tejidos	  	   En	   estos	   modelos	   se	   emplean	   segmentos	   intestinales	   (generalmente	   de	  animales,	   aunque	   en	   ocasiones	   se	   usan	   tejidos	   humanos)	   para	   el	   estudio	   de	   la	  absorción	   de	   fármacos.	   En	   general	   el	   ensayo	   consiste	   en	   colocar	   el	   fármaco	   a	  estudiar	  en	  solución	  en	   la	  zona	  mucosa	  del	   tejido	  y	  se	  determina	   la	  velocidad	  de	  absorción	   por	   la	   desaparición	   del	   fármaco	   de	   la	   solución	   o	   por	   la	   aparición	   de	  fármaco	  en	  la	  zona	  serosa.	  	  En	  estos	  modelos	  se	  conserva	  las	  características	  de	  las	  membranas	   biológicas	   y	   además	   son	   útiles	   en	   la	   determinación	   de	   la	   absorción	  gastrointestinal	  de	  diferentes	  segmentos	  del	  intestino	  (63).	  	  	  Existen	  dos	  grandes	  tipos	  de	  sistemas	  experimentales	  que	  se	  basan	  en	  ellos:	  	  cámaras	  de	  difusión	  y	  sacos	  evertidos	  Las	  cámaras	  de	  difusión	  son	  modelos	  de	  absorción	  que	  cuantifican	  el	  flujo	  transepitelial	   de	   fármacos	   a	   través	   del	   tejido	   epitelial	   intacto.	   El	   segmento	  intestinal	  que	  se	  somete	  a	  estudio	  se	  aísla	  y	  secciona	  convenientemente	  con	  el	  fin	  de	   obtener	   capas	   planas	   de	   tejido.	   Éstas	   se	   disponen	   posteriormente	   sobre	   las	  células	  de	  difusión	  estándar,	  disponibles	  comercialmente,	  que	  se	  rellenan	  con	  un	  tampón	   adecuado	   que	   simula	   los	   fluidos	   extracelulares	   (77).	   Este	   sistema	  experimental	  es	  muy	  versátil	  y	  permite	  la	  cuantificación	  de	  la	  permeabilidad	  de	  un	  tejido,	  el	  transporte	  intestinal	  paracelular	  y	  transcelular,	  la	  secreción	  intestinal	  y	  la	  influencia	  del	  metabolismo	  intestinal	  en	  la	  biodisponibilidad	  de	  un	  fármaco	  (78).	  El	  método	  de	  sacos	   evertidos	   se	   emplea	   en	   la	   realización	  de	   estudios	  de	  acumulación	   de	   fármacos	   en	   segmentos	   intestinales	   completos.	   	   Para	   ello,	   los	  segmentos	   intestinales	   se	   invierten	   y	   dividen	   en	   pequeñas	   secciones	   a	  modo	   de	  anillos.	   Éstos	   se	   incuban	   en	   tampones	   oxigenados	   que	   contienen	   el	   fármaco	  problema,	  en	  condiciones	  de	  agitación	  y	  temperatura	  controladas	  (79).	  El	   sistema	   de	   sacos	   evertidos	   permite	   el	   estudio	   de	   las	   limitaciones	   que	   puede	  presentar	   un	   fármaco	   frente	   a	   la	   absorción	   intestinal	   debido	   a	   su	   solubilidad,	   la	  evaluación	  de	  la	  conversión	  de	  un	  profármaco	  en	  fármaco	  por	  la	  acción	  del	  tejido	  intestinal,	  así	  como	  la	  discriminación	  de	  los	  mecanismos	  de	  absorción	  de	  fármacos	  en	  transporte	  pasivo	  o	  activo	  (79,	  80).	  	  
1.1.3. Determinación	  de	  la	  permeabilidad	  en	  modelos	  in	  situ	  	   En	  los	  modelos	  in	  situ,	  el	  aporte	  neural,	  endocrino,	  sanguíneo	  y	  linfático	  de	  la	   zona	   en	   estudio	   permanece	   intacto	   y	   por	   tanto,	   son	   sensibles	   a	   influencias	  farmacológicas	   y	   fisiológicas.	   	   Dentro	   de	   estos	   modelos	   se	   pueden	   realizar	   dos	  métodos:	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a)	  Método	  de	  paso	  único	  sin	  recirculación	  (single	  pass):	  	  en	  este	  método	  el	   segmento	   del	   intestino	   que	   se	   desea	   estudiar,	   se	   perfunde	   a	   velocidad	  controlada	   con	   la	   solución	   del	   fármaco.	   	   Con	   esta	   técnica	   se	   puede	   controlar	   la	  concentración	   del	   fármaco,	   el	   pH,	   la	   osmolaridad	   y	   la	   velocidad	   de	   entrada	   del	  mismo.	  El	  cálculo	  de	  la	  permeabilidad	  se	  realiza	  por	  medida	  de	  la	  desaparición	  del	  fármaco	  del	  lumen	  intestinal,	  en	  estado	  estacionario	  (81).	  	  
b)	  Método	  de	  Doluisio	  o	   in	  situ	  con	  recirculación	  (closed	  loop):	   	  en	  este	  método	   la	   solución	   a	   ensayar	   se	  mantiene	   en	   el	   segmento	   intestinal	   del	   cual	   se	  toman	  muestras	  para	  observar	  la	  desaparición	  del	  fármaco	  (82,	  83).	  	  
1.2. Efecto	  de	  los	  excipientes	  sobre	  la	  permeabilidad	  	   En	  general,	   se	  ha	  considerado	  que	   los	  excipientes	  son	  sustancias	   inertes	  y	  por	   tanto	   no	   afectan	   la	   biodisponibilidad	   de	   los	   fármacos,	   no	   obstante,	   en	   los	  últimos	   años	   se	   han	   llevado	   a	   cabo	   investigaciones	   que	   sustentan	   que	   ciertos	  excipientes	   pueden	   afectar	   la	   absorción.	   En	   este	   sentido,	   se	   ha	   observado	   que	  algunos	   excipientes	   pueden	   modificar	   el	   vaciado	   gástrico,	   el	   tránsito	   intestinal,	  provocar	   cambios	   en	   la	   membrana	   intestinal	   y/o	   tener	   efecto	   sobre	  transportadores	  específicos	  del	  tracto	  gastrointestinal.	  El	  aumento	  de	   la	  velocidad	  de	  vaciado	  gástrico	  supone	  un	  aumento	  en	  la	  velocidad	   de	   absorción	   de	   los	   fármacos.	   	   El	   paracetamol	   formulado	   con	  bicarbonato	   de	   sodio	   provoca	   una	  más	   rápida	   velocidad	   de	   absorción	   que	   otras	  formulaciones	  sin	  este	  excipiente,	  debido	  a	  un	  aumento	  en	  la	  velocidad	  del	  vaciado	  gástrico	  (84).	  	  El	  efecto	  de	  algunos	  excipientes	  sobre	  el	  vaciado	  gástrico	  ha	  sido	  estudiado	  en	  ratas.	  Soluciones	  de	  sacarosa	  50%	  retrasan	  marcadamente	  el	  vaciado	  gástrico	  y	  de	   forma	   contraria	   una	   solución	   al	   1%	   de	   carboximetilcelulosa,	   lo	   acelera	  ligeramente	   (85).	   Pestel	   y	   colaboradores	   en	   el	   mismo	  modelo	   animal	   en	   el	   que	  emplearon	   una	   suspensión	   de	   sulfato	   de	   bario	   como	   “comida	   de	   ensayo”,	  observaron	  que	  tras	   la	  administración	  de	  PEG	  400	  con	  concentración	  de	  20%,	  se	  enlenteció	  significativamente	  el	  vaciado	  gástrico.	  	  El	  vaciamiento	  gástrico	  se	  redujo	  ligeramente	   por	   hidroxietilcelulosa	   en	   concentración	   de	   1%	   e	   hidroxipropil-­‐γ-­‐ciclodextrina	  al	  20%.	  	  La	  hidroxipropil-­‐β-­‐ciclodextrina	  	  al	  20%	  y	  el	  polisorbato	  80	  al	  0,5%	  no	  tuvieron	  ningún	  efecto	  sobre	  el	  vaciado	  gástrico	  (86).	  El	   aumento	   de	   la	   velocidad	   de	   tránsito	   intestinal	   puede	   disminuir	   de	  forma	   significativa	   la	   absorción	   de	   fármacos	   (87).	   	   Adkin	   y	   colaboradores	  demostraron	  que	  el	  manitol	  disminuye	  el	  tiempo	  de	  tránsito	  intestinal	  provocando	  una	   reducción	   estadísticamente	   significativa	   en	   los	   valores	   de	   AUC	   y	   Cmax	   de	  cimetidina	   al	   compararla	   con	  una	   solución	   control	   de	   sacarosa	   (88).	   	  Un	   estudio	  posterior	   demostró	   que	   el	   efecto	   del	   manitol	   sobre	   la	   reducción	   del	   tiempo	   de	  tránsito	  intestinal	  es	  dosis	  dependiente;	  a	  mayor	  concentración	  de	  manitol,	  menor	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tiempo	   de	   tránsito	   intestinal	   (89).	   	   El	   efecto	   del	  manitol	   (azúcar	   no	   absorbible)	  sobre	   el	   tránsito	   intestinal	   podría	   deberse	   a	   su	   efecto	   osmótico;	   una	   presión	  osmótica	  alta	  en	  el	  lumen	  intestinal	  puede	  provocar	  aumento	  en	  el	  peristaltismo	  y	  retención	  de	  agua	  (90).	  Chen	   y	   colaboradores	   investigaron	   el	   efecto	   del	   sorbitol	   sobre	   la	  bioequivalencia	  de	  formulaciones	  de	  ranitidina	  comparándolas	  con	  formulaciones	  que	   contenían	   el	   mismo	   fármaco	   y	   sacarosa,	   encontrando	   que	   la	   presencia	   de	  sorbitol	   disminuye	   significativamente	   la	   biodisponibilidad	   de	   ranitidina.	   	   Los	  autores	   atribuyen	   la	   diferencia	   en	   la	   biodisponibilidad	   de	   ranitidina	   entre	   la	  solución	   que	   contenía	   sorbitol	   y	   la	   que	   contenía	   sacarosa,	   al	   incremento	   del	  volumen	   del	   tracto	   gastrointestinal	   por	   efecto	   osmótico	   del	   sorbitol	   y	   por	   el	  aumento	   de	   la	   motilidad	   intestinal	   que	   reduce	   el	   tiempo	   de	   contracto	   de	   la	  ranitidina	  con	  la	  región	  proximal	  del	  intestino	  delgado	  (91).	  El	  polietilenglicol	  400	  (PEG	  400)	  puede	  aumentar	   la	  motilidad	   intestinal	  y	  acelerar	   el	   tránsito	   por	   el	   intestino	   delgado	   (92).	   Un	   ejemplo	   del	   efecto	   de	   este	  excipiente	   sobre	   la	   absorción	   es	   la	   disminución	   de	   la	   biodisponibilidad	   de	  ranitidina	  formulada	  en	  pelets,	  que	  se	  reduce	  31%	  en	  presencia	  de	  PEG	  400	  debido	  a	   la	   disminución	   del	   tiempo	   de	   tránsito	   intestinal	   (93).	   	   Sin	   embargo,	  concentraciones	  muy	  bajas	  del	  mismo	  excipiente	  mejora	  la	  absorción	  de	  ranitidina,	  posiblemente	  por	  modulación	  de	  la	  permeabilidad	  intestinal	  (94).	  Algunos	   excipientes	   pueden	   alterar	   la	  membrana	   intestinal.	   	   Este	   efecto	  puede	   ser	   porque	   afecten	   las	   uniones	   intercelulares	   o	   por	   interacción	   con	   los	  lípidos	   de	   la	   membrana,	   lo	   que	   provoca	   cambios	   en	   sus	   propiedades	   físicas	   y	  funcionales	  (95).	  	  	  Tal	  es	  el	  caso	  de	  los	  surfactantes	  que	  reducen	  la	  viscosidad	  de	  la	  membrana	   e	   incrementan	   su	   elasticidad	  por	   lo	   que	   incrementan	   la	   absorción	  de	  compuestos	   por	   las	   vías	   paracelular	   y	   transcelular	   (96,	   97).	   	   El	   lauril	   sulfato	   de	  sodio	   incrementó	   la	   permeabilidad	   de	   manitol	   y	   otros	   fármacos	   de	   baja	  permeabilidad	   en	   una	   investigación	   realizada	   en	   células	   Caco-­‐2,	   por	   lo	   que	   los	  autores	   sugieren	   que	   este	   excipiente	   provoca	   la	   ruptura	   de	   la	   uniones	  intercelulares	  bajo	  las	  condiciones	  de	  estudio	  (98).	  Takizawa	   y	   colaboradores	   estudiaron	   el	   efecto	   de	   diferentes	   excipientes	  sobre	   la	  permeabilidad	  de	   la	  membrana	   intestinal,	   usando	  el	  método	   in	  vitro	   del	  saco	   evertido	   en	   yeyuno	   e	   íleon	   de	   rata,	   encontrando	   que	  metil-­‐β-­‐ciclodextrina,	  carboximetil	   almidón	   sódico,	   hidroxipropilcelulosa	   de	   baja	   sustitución	   y	  croscarmelosa	  sódica	  incrementaron	  la	  permeabilidad	  de	  5(6)-­‐carboxifluoresceína	  (marcador	   de	   transporte	   paracelular)	   en	   yeyuno,	   pero	   sin	   cambios	   en	   la	  permeabilidad	   de	   dicho	   compuesto	   en	   el	   íleon.	   Por	   otro	   lado,	   estos	   autores	  confirmaron	   que	   hidroxipropilcelulosa	   en	   concentración	   de	   0,02%	   (m/V)	  disminuía	   la	   permeabilidad	   en	   yeyuno	   e	   íleon	   de	   5(6)-­‐carboxifluoresceína,	  mientras	   que	   a	   una	   concentración	   de	   0,20%	   (m/V)	   la	   permeabilidad	   se	   veía	  incrementada	  significativamente.	   	  De	  acuerdo	  a	   sus	   resultados,	   se	  puede	  deducir	  que	   algunos	   excipientes	   pueden	  modificar	   la	   permeabilidad	   de	   fármacos	   que	   se	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absorben	  por	  la	  vía	  paracelular,	  siendo	  más	  susceptible	  el	  yeyuno	  que	  el	  íleon	  a	  tal	  efecto	  (99).	  	  El	  transporte	  del	  manitol	  se	  realiza	  principalmente	  por	  vía	  paracelular	  por	  lo	  que	  es	  usado	  como	  marcador	  de	   la	   integridad	  de	   las	  uniones	   intercelulares	  en	  ensayos	   con	   células	   Caco-­‐2,	   por	   esta	   razón	   este	   excipiente	   puede	   competir	   con	  cualquier	  fármaco	  que	  se	  absorba	  por	  vía	  paracelular	  y	  puede	  detectar	  cambios	  en	  las	  uniones	  intercelulares	  (95).	  El	  bicarbonato	  de	  sodio	  demostró	  ser	  capaz	  de	  modificar	  la	  interacción	  que	  ocurre	   entre	   la	   fluvastatina	   sódica	   con	   los	   fosfolípidos	   de	   la	   membrana,	   lo	   que	  pone	  de	  manifiesto	   que	   este	   excipiente	   puede	   cambiar	   las	   interacciones	   entre	   el	  fármaco	  y	   los	   lípidos	  de	   la	  membrana,	   involucradas	  en	  el	   transporte	  pasivo	  de	   la	  fluvastatina	  (100).	  EDTA,	   que	   se	   emplea	   como	   conservador	   en	   algunas	   formulaciones	   puede	  acomplejar	   el	   calcio	   extracelular,	   que	   está	   implicado	   en	   la	   regulación	   de	   las	  uniones	   intercelulares,	   y	   por	   tanto	   aumentar	   la	   permeabilidad	   paracelular	   en	   el	  intestino	  de	  fármacos	  de	  pequeño	  tamaño	  (95,	  101,	  102).	  Como	   se	   mencionó	   previamente,	   los	   transportadores	   son	   proteínas	   que	  median	   el	   flujo	   transcelular	   de	   xenobióticos	   y	   nutrientes.	   La	   interacción	   de	   un	  transportador	   con	   un	   compuesto	   depende	   de	   sus	   propiedades	   fisicoquímicas.	  Algunos	  excipientes	  pueden	  influir	  en	  la	  actividad	  de	  los	  transportadores	  y	  por	  tanto	  en	   la	  absorción	  de	  ciertos	  sustratos.	   	  Algunos	  excipientes	  pueden	  alterar	  el	  transporte	  activo	  de	  absorción	  o	  el	  de	  secreción	  que	  intervienen	  en	  la	  absorción	  de	  fármacos,	   tales	   como	   agentes	   anticancerosos,	   antibióticos	   y	   antivirales;	   lo	   que	  puede	   conllevar	   a	   fallos	   terapéuticos	   o	   a	   efectos	   secundarios	   tóxicos,	  especialmente	  en	  el	  caso	  de	  fármacos	  de	  estrecho	  margen	  terapéutico	  (95).	  Los	   cambios	   en	   la	   fluidez	   de	   la	   membrana	   intestinal	   provocada	   por	   los	  surfactantes	  pueden	  alterar	  el	  microambiente	  de	   la	  cara	  apical	  de	   la	  célula	  y	  por	  tanto	  se	  afecta	  el	  reconocimiento	  de	  los	  sustratos,	  la	  unión	  enzima	  transportadora-­‐sustrato	  y/o	  la	  actividad	  del	  ATP	  necesaria	  para	  el	  transporte	  activo	  de	  absorción	  y	  secreción	  (103).	  	  	  El	  Polisorbato	  80	  demostró	  incrementar	  la	  biodisponibilidad	  de	  digoxina	  en	  ratas.	  	  El	  aumento	  en	  AUC	  y	  Cmax	  observado	  fue	  atribuido	  a	  la	  inhibición	  de	  la	  P-­‐gp	  provocada	  por	  este	  surfactante	  no	  iónico	  (104).	  	  Los	   poliacrilatos	   (polímeros	   acrílicos),	   que	   pueden	   actuar	   como	  tensoactivos	   o	   quelantes,	   	   han	   demostrado	   que	   pueden	   acomplejar	   cationes	  bivalentes	   como	  zinc	   y	   calcio,	   por	   lo	  que	  pueden	  prevenir	   la	   asociación	  de	   estos	  iones	  con	  ciertos	  transportadores	  y	  de	  este	  modo	  inactivar	  su	  actividad	  (105).	  	  El	   derivado	   soluble	   de	   la	   vitamina	   E	   (D-­‐α-­‐tocoferil	   polietilenglicol	  succinato)	   parece	   aumentar	   la	   absorción	   de	   sustratos	   de	   la	   P-­‐gp,	   tales	   como	  doxorrubicina,	   vinblastina	   y	   paclitaxel,	   mediante	   inhibición	   del	   proceso	   de	  secreción	   del	   transportador	   (106).	   	   Un	   conjugado	   similar	   de	   vitamina	   E,	   el	  colecalciferol	  polietilenglicol	  succinato	  demostró	  una	  inhibición	  similar	  de	  la	  P-­‐gp	  en	  células	  Caco-­‐2	  (107).	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El	  aceite	  de	  ricino	  hidrogenado	  PEG-­‐40	  (CremophorTM	  RH40)	  inhibe	  la	  P-­‐gp	  e	   incrementa	   la	   biodisponibilidad	   de	   digoxina	   (un	   sustrato	   de	   P-­‐gp)	   en	   un	   20%	  comparado	  con	  una	  formulación	  sin	  este	  surfactante	  (108).	  	  Los	  copolímeros	  en	  bloque	  como	  Pluronic®	  son	  surfactantes	  no	  iónicos	  que	  inhiben	  el	  transporte	  de	  secreción	  de	  P-­‐gp	  y	  MRP	  por	  un	  mecanismo	  similar	  para	  ambos	   transportadores.	   	   Los	   copolímeros	   en	   bloque	   inhiben	   la	   actividad	   de	   la	  ATPasa	  de	   los	  transportadores	  de	  secreción	  y	  además	  provocan	  una	  disminución	  en	  la	  concentración	  de	  ATP	  intracelular	  (109).	  Se	   ha	   demostrado	   que	   PEG	   interacciona	   con	   ciertos	   transportadores	   de	  secreción	   como	   P-­‐gp.	   	   La	   secreción	   de	   rodamina	   123,	   un	   sustrato	   de	   P-­‐gp,	  disminuye	  significativamente	  en	  presencia	  de	  PEG	  400,	  2000	  y	  20000	  en	  intestino	  de	  rata	  usando	  cámaras	  de	  difusión.	  Este	  efecto	  inhibitorio	  fue	  dependiente	  de	  la	  concentración	  de	  0,1	  a	  20%	  (m/V).	  A	  pesar	  de	   la	  disminución	  de	   la	  secreción	  de	  rodamina	   en	   ese	   modelo	   experimental,	   solo	   hubo	   aumento	   significativo	   de	   la	  absorción	  del	  compuesto	  	  en	  un	  modelo	  in	  situ	  por	  efecto	  de	  PEG20000	  (110).	  En	  modelos	  in	  vitro	  se	  demostró	  que	  las	  ciclodextrinas	  inhiben	  la	  función	  de	  transportadores	  de	  secreción	  como	  P-­‐gp	  y	  MRP2	  (111).	  La	  acción	  de	   la	  2,6-­‐di-­‐O-­‐metil-­‐β-­‐ciclodextrina	   sobre	   los	   transportadores	   de	   secreción	   antes	  mencionados	  fue	   investigada	   en	   ratas,	   encontrándose	   que	   esta	   ciclodextrina	   inhibe	   el	  transportador	  de	  secreción	  y	  mejora	  la	  biodisponibilidad	  oral	  del	  tacrolimus	  (112).	  	  Estas	  alteraciones	  en	  la	  función	  de	  P-­‐gp	  y	  MRP2	  fueron	  debidas	  a	  la	  liberación	  de	  colesterol	  de	  la	  monocapa	  y	  en	  consecuencia	  esto	  podría	  disminuir	  la	  actividad	  de	  secreción	  de	  los	  transportadores	  en	  las	  caveolas	  de	  la	  membrana	  (111,	  113).	  	  
1.3. Métodos	  para	  determinar	  la	  solubilidad	  	   La	  FDA	  establece	  que	  un	  fármaco	  es	  altamente	  soluble	  cuando	  la	  dosis	  más	  alta	  que	   se	  prescribe	  es	   soluble	   en	  un	  volumen	   igual	  o	  menor	  que	  250	  mL	  en	  el	  intervalo	  de	  pH	  entre	  1,2	  y	  7,5	  a	  37ºC	  (58).	  La	  EMA	  establece	  que	  un	  fármaco	  es	  altamente	   soluble	   cuando	   la	   dosis	  más	   alta	   que	   se	   administra	   por	   vía	   oral	   como	  formulación	   de	   liberación	   inmediata,	   se	   disuelve	   completamente	   en	   250	   mL	   de	  solución	  amortiguadora	  en	  el	   rango	  de	  pH	  entre	  1	  y	  6,8	  a	  37+1ºC	   (55).	   	   La	  OMS	  considera	  que	  una	  sustancia	  activa	  es	  altamente	  soluble	  cuando	  las	  dosis	  más	  alta	  recomendada	   en	   el	   listado	   de	   medicamentos	   esenciales	   de	   la	   OMS	   y	   que	   se	  comercializa	   como	   forma	   farmacéutica	   sólida	   es	   soluble	   en	   un	   volumen	   igual	   o	  menor	  que	  250	  mL	  en	  un	  rango	  de	  pH	  entre	  1,2	  y	  6,8	  a	  37ºC	  (56).	  Tanto	  la	  EMA	  como	  la	  FDA	  recomiendan	  el	  método	  de	  agitación	  del	  matraz	  o	   cualquier	   otro	   método	   debidamente	   justificado	   para	   la	   determinación	   de	   la	  solubilidad.	  	  	  Se	   deben	   considerar	   ciertos	   factores	   antes	   de	   la	   determinación	   de	   la	  solubilidad:	  el	  tamaño	  de	  partícula,	  la	  forma	  cristalina,	  la	  capacidad	  de	  ionización	  y	  el	  contra	  ión,	  en	  caso	  de	  ser	  una	  sal.	  También	  se	  debe	  considerar	  la	  capacidad	  de	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agregación	   y	   formación	   de	   micelas	   que	   pueda	   presentar	   el	   sólido,	   así	   como	   la	  adsorción	  que	  pueda	  producirse	  por	  exceso	  del	  mismo	  (114-­‐116).	  El	  tamaño	  de	  la	  partícula	  influye	  en	  la	  superficie	  del	  sólido	  en	  contacto	  con	  el	  solvente,	  por	  tanto,	  al	  disminuir	  el	  tamaño	  de	  la	  partícula,	  aumenta	  la	  superficie	  específica	  y	  aumenta	  la	  velocidad	  de	  disolución.	  	  La	  solubilidad	  se	  ve	  afectada	  por	  la	  forma	  cristalina	  del	  fármaco.	  	  Las	  formas	  amorfas,	  que	  se	  presentan	  cuando	  la	  cristalización	  de	  las	  moléculas	  que	  forman	  la	  estructura	   del	   sólido	   ocurre	   en	   forma	   desordenada,	   generalmente	   son	   más	  solubles	  que	  las	  formas	  cristalinas.	  	  Si	  el	  fármaco	  presenta	  polimorfos,	  es	  decir,	  si	  se	   puede	   encontrar	   en	   más	   de	   una	   forma	   cristalina,	   éstos	   pueden	   presentar	  distintas	   características	   de	   solubilidad	   (116).	   La	   hidratación	   de	   la	   molécula	  también	   puede	   tener	   efecto	   en	   la	   solubilidad,	   las	   formas	   hidratadas	   de	   una	  molécula	   presentan	   solubilidades	   significativamente	   inferiores	   que	   las	   formas	  anhidras.	  	  La	  mayoría	  de	  los	  fármacos	  son	  ácidos	  o	  bases	  débiles	  que	  en	  disolución	  se	  encuentran	   disociados.	   	   La	   ecuación	   de	  Henderson-­‐Hasselbach	   puede	   explicar	   lo	  que	  sucede	  a	  compuestos	  ionizables	  cuando	  se	  disuelven	  en	  medios	  con	  diferentes	  valores	  de	  pH.	  En	  una	  solución	  saturada	  de	  un	  ácido	  monoprótico,	  se	  puede	  establecer	  el	  siguiente	  equilibrio:	   𝐻𝐴(!) ↔ 𝐻𝐴	  
(	  1-­‐7	  )	  𝑆! = 𝐻𝐴 	  
(	  1-­‐8	  )	  En	   el	   equilibrio	   y	   ecuación	   anterior	   HA(s)	   representa	   el	   ácido	   en	   forma	  sólida,	   HA	   el	   ácido	   en	   solución	   y	   So	   es	   la	   solubilidad	   intrínseca	   del	   ácido	   no	  disociado.	  Como	   se	   trata	   de	   un	   ácido	   débil	   ionizable,	   en	   solución	   se	   establece	   el	  siguiente	  equilibrio	  con	  una	  constante	  de	  disociación	  Ka:	  	   𝐻𝐴 ↔ 𝐻! + 𝐴!	  
(	  1-­‐9	  )	  𝐾𝑎 = 𝐻! ∙ 𝐴! / 𝐻𝐴 	  
(	  1-­‐10	  )	  En	  donde	  H+	  representa	  los	  iones	  hidrogenión,	  y	  A-­‐	  el	  ácido	  ionizado.	  	   La	   solubilidad,	   S,	   a	   un	   determinado	   pH	   es	   definido	   como	   la	   suma	   de	   las	  concentraciones	  de	   las	   especies	  disueltas	   en	   la	   fase	   acuosa	  y	  por	   tanto	   se	  puede	  escribir	  la	  siguiente	  igualdad:	   𝑆 = 𝐴! + 𝐻𝐴 	  
(	  1-­‐11	  )	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Al	  sustituir	  en	  la	  ecuación	  anterior	  las	  ecuaciones	  1-­‐8	  y	  1-­‐10	  se	  obtiene:	  	   𝑆 = 𝐾𝑎 𝐻𝐴 / 𝐻! + 𝐻𝐴 	  
(	  1-­‐12	  )	  𝑆 = 𝑆! 𝐾𝑎/ 𝐻! + 1 	  
(	  1-­‐13	  )	  En	  el	  caso	  de	  bases	  débiles	  monopróticas,	   la	  solubilidad	  a	  un	  determinado	  pH	  será	  la	  suma	  de	  las	  concentraciones	  de	  la	  base	  libre,	  B	  y	  la	  base	  ionizada	  BH+,	  según	  la	  ecuación:	   𝑆 = 𝐵 + 𝐵𝐻! 	  
(	  1-­‐14	  )	  Por	  tanto,	  la	  ecuación	  análoga	  a	  1-­‐13	  para	  las	  bases	  débiles	  es:	  𝑆 = 𝑆! 𝐻! /𝐾𝑎 + 1 	  
(	  1-­‐15	  )	  (117).	  	   Los	   métodos	   para	   determinar	   la	   solubilidad	   pueden	   clasificarse	   en	   tres	  categorías	  de	  acuerdo	  a	  la	  disponibilidad	  del	  compuesto	  y/o	  de	  la	  información	  del	  mismo:	  	  
- Compuesto	  en	  forma	  sólida	  
- Solución	  del	  compuesto	  en	  dimetilsulfóxido	  (DMSO)	  
- Información	  química	  estructural	  (predicción	  in	  silico)	  (118)	  	  Los	   métodos	   que	   se	   realizan	   con	   el	   compuesto	   en	   forma	   sólida	   son	  considerados	  de	  referencia	  pero	  requieren	  generalmente	  grandes	  cantidades	  de	  la	  sustancia.	   	   Los	   otros	   dos	   métodos,	   por	   el	   contrario,	   requieren	   poca	   o	   ninguna	  cantidad	  de	  sustancia,	  por	  lo	  que	  son	  utilizados	  en	  las	  fases	  iniciales	  del	  desarrollo	  de	  nuevas	  moléculas.	  	  
1.3.1. Determinación	  de	  la	  solubilidad	  con	  el	  compuesto	  en	  forma	  sólida	  	  
a.)	  Método	  de	  agitación	  del	  matraz	  	   Es	   conocido	   también	   como	   método	   del	   equilibrio	   de	   solubilidad.	   	   Es	   el	  método	   clásico	   para	   determinar	   la	   solubilidad	   y	   es	   considerado	   el	   método	   de	  referencia.	  	  Se	  basa	  en	  la	  saturación	  de	  un	  medio	  con	  el	  compuesto	  a	  estudiar	  con	  el	  fin	  de	  alcanzar	  el	  equilibrio.	  Para	  ello	  se	  coloca	  un	  exceso	  de	  compuesto	  sólido	  en	   viales	   de	   entre	   2	   y	   20	  mL	   que	   contienen	   el	  medio	   que	   es	   generalmente	   una	  solución	  amortiguadora,	  previamente	  ajustada	  al	  pH	  objeto	  de	  estudio.	  	  Los	  viales	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se	  tapan	  y	  la	  suspensión	  resultante	  se	  agita	  a	  una	  temperatura	  constante	  (25	  o	  37	  ºC)	  durante	  un	  tiempo	  determinado.	  	  La	  observación	  de	  material	  no	  disuelto	  indica	  que	   se	   ha	   formado	   una	   solución	   saturada.	   	   Una	   vez	   alcanzado	   este	   equilibrio,	   la	  muestra	   se	   filtra	   o	   centrifuga	   a	   fin	   de	   separar	   el	   sobrenadante	   del	   sólido	   no	  disuelto	   y	   se	   cuantifica.	   Si	   se	   utiliza	   Cromatografía	   Líquida	   de	   Alta	   Resolución	  como	  método	  de	  cuantificación,	  se	  pueden	  separar	  las	  impurezas	  del	  compuesto	  de	  interés,	  disminuyendo	  de	  esta	  forma	  la	  probabilidad	  de	  obtener	  resultados	  falsos.	  Con	  este	  método	  se	  obtiene	  la	  solubilidad	  termodinámica	  (117,	  119).	  	  	  	  
	   b.)	  Titulación	  potenciométrica	  	   Este	  método	  puede	  aplicarse	  a	  sustancias	  ionizables	  y	  se	  basa	  en	  el	  cambio	  característico	  de	  una	  curva	  de	  titulación	  ácido-­‐base	  provocada	  por	  la	  precipitación	  de	   la	   sustancia	   estudiada.	   	   Para	   realizar	   la	   titulación	   se	   adicionan	   volúmenes	  exactamente	   medidos	   de	   una	   solución	   estandarizada	   de	   ácido	   o	   base	   a	   una	  solución	   que	   contiene	   la	   sustancia	   a	   estudiar	   y	   cloruro	   de	   potasio	   0,15	  M	   (para	  aumentar	  la	  exactitud	  en	  la	  medida	  del	  pH).	  	  Se	  burbujea	  argón	  al	  sistema	  a	  fin	  de	  evitar	  que	  el	  dióxido	  de	  carbono	  de	  la	  atmósfera	  pueda	  alterar	  el	  valor	  del	  pH.	  El	  valor	   del	   pH	   se	   debe	   ir	   controlando	   continuamente	   a	   través	   de	   un	   electrodo	   de	  vidrio.	   	   El	   gráfico	   que	   se	   construye	   con	   valor	   del	   pH	   en	   función	   del	   volumen	  utilizado	  de	  ácido	  o	  base,	  es	  la	  curva	  de	  titulación	  potenciométrica	  (119).	  	  
1.3.2. Determinación	  de	  la	  solubilidad	  con	  solución	  del	  compuesto	  en	  DMSO	  	   En	  este	  método	  la	  sustancia	  está	  disuelta	  en	  DMSO	  y	  la	  solución	  se	  añade	  en	  forma	  progresiva	  a	  una	  solución	  amortiguadora	  para	  	  provocar	  la	  precipitación.	  La	  concentración	   puede	   determinarse	   por	   turbidimetría,	   espectrofotometría	   UV,	  HPLC	  o	  cromatografía	   líquida	  con	  detección	  de	  masas.	   	  Antes	  de	  la	  cuantificación	  es	   necesario	   recoger	   el	   precipitado	   del	   seno	   de	   la	   solución	   por	   filtración	   y/o	  centrifugación,	  excepto	  en	  el	  método	  turbidimétrico,	  en	  el	  que	  esta	  precaución	  no	  es	  necesaria.	  	  El	   DMSO	   forma	   soluciones	   sobresaturadas	   y	   puede	   provocar	   una	  sobreestimación	  de	  la	  solubilidad	  termodinámica.	  Los	  cambios	  en	  el	  pH	  durante	  el	  ensayo	  no	  se	  detectan	  con	  este	  método	  (118,	  119).	  Con	   el	   uso	   de	   DMSO	   se	   determina	   la	   solubilidad	   aparente.	   	   Para	   ello	   una	  solución	   concentrada	   de	   la	   sustancia	   objeto	   de	   estudio	   se	   adiciona	   de	   forma	  progresiva	  en	  una	  solución	  amortiguadora.	  	  La	  concentración	  que	  posea	  la	  muestra	  en	  el	  momento	  en	  que	  ocurre	  la	  precipitación	  es	  coniderada	  el	  valor	  de	  solubilidad.	  (118).	   	  Se	  pensaba	  que	  el	  precipitado	  obtenido	  era	  siempre	  amorfo,	  sin	  embargo,	  Sugano	  y	  colaboradores	  demostraron	  que	  el	  precipitado	  de	  más	  de	  la	  mitad	  de	  los	  compuestos	   modelo	   utilizados	   en	   su	   estudio	   eran	   cristalinos,	   como	   así	   lo	  demostraron	  por	  microscopía	  de	  luz	  polarizada.	  	  Los	  autores	  observaron,	  además,	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que	   se	   requiere	  un	   tiempo	  de	   incubación	  de	  20	  horas	  para	  obtener	  precipitados	  cristalinos	   y	   valores	   de	   solubilidad	   similares	   a	   los	   del	   equilibrio	   de	   solubilidad	  (120).	  	  
1.3.3. Estimación	  de	  la	  solubilidad	  con	  información	  química	  estructural	  
(predicción	  in	  silico).	  	   Existen	  diversos	  programas	  computacionales	  que	  permiten	  la	  estimación	  de	  la	   solubilidad	   a	   través	   de	   algoritmos	   que	   emplean	   la	   lipofilia	   para	   realizar	   el	  cálculo,	   ya	   sea	   usando	   directamente	   el	   valor	   de	   LogP	   o	   calculando	   la	   lipofilia	   a	  partir	   de	   parámetros	   característicos	   de	   la	   molécula.	   	   	   Glomme	   y	   colaboradores	  correlacionaron	   datos	   de	   solubilidad	   obtenidos	   experimentalmente	   con	   los	  estimados	   por	   el	   programa	   WSKOWWIN	   (Syracuse	   Research	   Corporation)	   que	  emplea	  la	  ecuación	  de	  Yalkowsky	  (ecuación	  2.37)	  para	  calcular	  la	  solubilidad,	  en	  la	  que	  S	  y	  P	  son	  la	  solubilidad	  y	  el	  coeficiente	  de	  partición,	  respectivamente	  y	  PF	  es	  el	  punto	  de	  fusión.	   𝑙𝑜𝑔𝑆 = 0,8− 𝑙𝑜𝑔𝑃 − 0,01 𝑃𝐹 − 25 	  
(	  1-­‐16	  )	  Los	   autores	   encontraron	   una	   buena	   correlación	   entre	   los	   valores	  experimentales	   de	   solubilidad	   y	   los	   obtenidos	   por	   el	   algoritmo	   de	   Yalkowsky	  (119).	  	  	  	  
1.4. Metodología	  de	  disolución	  	   El	   ensayo	   de	   disolución	   es	   un	   ensayo	   oficial	   establecido	   en	   las	   distintas	  farmacopeas	   para	   evaluar	   la	   liberación	   del	   fármaco	   de	   formulaciones	   sólidas	   y	  semisólidas	   (121).	   	   Fue	   adoptado	   en	   1970	   por	   la	   Farmacopea	   de	   los	   Estados	  Unidos	  (USP)	  en	  donde	  se	  describía	  el	  aparato	  de	  cestillo,	  que	  hoy	  se	  conoce	  como	  aparato	  1	  de	  disolución.	   	   El	   aparato	  2	   o	  de	  paletas	   fue	   introducido	   en	   la	  USP	   en	  1978	  y	  el	  número	  de	  monografías	  en	  las	  que	  aparece	  este	  ensayo	  ha	  aumentado	  de	  forma	  significativa	  con	  los	  años	  (122).	   	  Estos	  dos	  aparatos	  son	  los	  más	  utilizados	  debido	   a	   que	   durante	   décadas	   este	   ensayo	   ha	   sido	   un	   requisito	   de	   control	   de	  calidad	  de	  formas	  farmacéuticas	  sólidas	  (123).	  El	   procedimiento	   para	   el	   ensayo	   de	   disolución	   se	   ha	   homologado	  internacionalmente	  en	   las	  diferentes	   farmacopeas,	   aunque	  hay	  algunas	  secciones	  que	  son	  específicas	  de	  cada	  farmacopea	  (124).	   	  En	  general,	  en	  las	  farmacopeas	  se	  describen	  los	  diferentes	  aparatos	  de	  	  disolución,	  el	  procedimiento	  a	  seguir	  para	  el	  ensayo	  y	  las	  especificaciones	  que	  deben	  cumplir	  los	  productos	  (125,	  126).	  El	  ensayo	  de	  disolución	  permite	  estudiar	  in	  vitro	  la	  velocidad	  con	  la	  cual	  un	  principio	   activo,	   contenido	   en	   una	   forma	   farmacéutica,	   es	   cedido	   a	   un	  medio	   de	  disolución.	   Cuando	   este	   ensayo	   se	   aplica	   a	   formas	   farmacéuticas	   sólidas	   de	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liberación	  inmediata,	  la	  disgregación	  de	  la	  formulación	  ocurre	  antes	  de	  comenzar	  la	  disolución	  de	  la	  sustancia	  activa,	  tal	  como	  sucede	  in	  vivo.	  Los	  estudios	  de	  disolución	  pueden	  servir	  para	  varios	  propósitos:	  	  a.)	  Control	  de	  calidad:	  
- Para	   obtener	   información	   sobre	   los	   lotes	   utilizados	   en	   estudios	   de	  biodisponibilidad/bioequivalencia	  y	  estudios	  clínicos	  y	   con	  ello	  establecer	  las	  especificaciones	  de	  control	  de	  calidad.	  
- Como	  herramienta	  de	  control	  de	  calidad	  que	  permita	  evaluar	  y	  demostrar	  la	  consistencia	  del	  proceso	  de	  fabricación.	  
- Para	   obtener	   información	   sobre	   el	   producto	   de	   referencia	   utilizado	   en	  estudios	  de	  biodisponibilidad/bioequivalencia	  y	  estudios	  clínicos.	  	  b.)	  Bioequivalencia:	  
- En	   bioexenciones,	   que	   permiten	   demostrar	   similitud	   entre	   diferentes	  formulaciones	   de	   un	   principio	   activo	   y	   el	   producto	   de	   referencia	  (variaciones	  en	  la	  formulación,	  cambios	  durante	  el	  desarrollo	  y	  aprobación	  de	  genéricos).	  
- Para	   investigar	   homogeneidad	   entre	   los	   lotes	   de	   las	   formulaciones	  desarrolladas	   y	   el	   producto	  de	   referencia,	   como	  base	  para	   la	   selección	  de	  los	  adecuados	  en	  el	  estudio	  in	  vivo	  (55).	  	  	   En	  el	  desarrollo	  de	  productos	  usando	  el	  enfoque	  de	  calidad	  por	  el	  diseño,	  el	  ensayo	   de	   disolución	   es	   una	   herramienta	   muy	   importante	   para	   evaluar	   las	  variables	  del	  proceso	  y	  los	  factores	  que	  pueden	  afectar	  el	  desempeño	  del	  producto	  (127).	  Los	   estudios	   de	   disolución,	   como	   herramienta	   para	   demostrar	   la	  bioequivalencia,	  resultan	  un	  recurso	  útil	  ya	  que	  son	  fáciles	  de	  implementar	  y	  como	  se	   utilizan	   de	   forma	   rutinaria	   en	   la	   industria	   farmacéutica,	   generalmente	   se	  dispone	   de	   la	   experticia	   necesaria	   por	   parte	   del	   operario	   para	   minimizar	   los	  errores	  analíticos.	  Para	   evaluar	   los	   efectos	   de	   cambios	   en	   la	   formulación,	   la	   consistencia	   del	  proceso	  de	  fabricación	  y	  para	  demostrar	  la	  bioequivalencia,	  es	  necesario	  comparar	  los	  perfiles	  de	  disolución	  obtenidos.	  	  Los	  perfiles	  de	  disolución	  son	  gráficos	  de	  los	  porcentajes	   de	   fármaco	   disueltos	   acumulados	   en	   función	   del	   tiempo	   y	   éstos	   se	  comparan	   matemáticamente	   usando	   el	   factor	   de	   similitud	   (f2),	   que	   utiliza	   las	  diferencias	  entre	  la	  media	  del	  porcentaje	  disuelto	  de	  cada	  producto	  a	  comparar	  en	  cada	   intervalo	   de	   muestreo	   para	   proporcionar	   un	   solo	   número	   con	   el	   que	   se	  cuantifica	  la	  similitud	  entre	  ambos	  perfiles	  (124).	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1.4.1. Factores	  que	  afectan	  la	  velocidad	  de	  disolución	  	   Los	   factores	   que	   pueden	   provocar	   cambios	   en	   la	   velocidad	   de	   disolución,	  pueden	  agruparse	  en	  tres	  categorías	  para	  su	  estudio:	  	  a) Factores	  inherentes	  al	  fármaco	  y	  a	  la	  formulación	  b) Factores	  relacionados	  con	  el	  diseño	  del	  ensayo	  c) Factores	  concernientes	  a	  la	  configuración	  y	  desempeño	  del	  equipo	  	  
	   a)	  Factores	  inherentes	  al	  fármaco	  y	  a	  la	  formulación	  	   Las	  primeras	  investigaciones	  sobre	  los	  factores	  que	  afectan	  la	  velocidad	  de	  disolución	   fueron	   realizadas	   por	  Noyes	   y	  Whitney	   en	   1897,	   que	   establecieron	   la	  ecuación	   que	   lleva	   su	   nombre.	   	   Los	   estudios	   de	   Nerst	   y	   Brünner	   en	   1904	   que	  aplicaron	  la	  ley	  de	  difusión	  de	  Fick	  a	  la	  ecuación	  inicialmente	  propuesta	  por	  Noyes	  y	   Whitney	   permitieron	   establecer	   la	   relación	   matemática	   que	   resume	   los	  principales	  factores	  que	  determinan	  la	  velocidad	  de	  disolución	  (122).	  	  La	  ecuación	  que	  se	  presenta	  a	  continuación	   (ecuación	  2-­‐17),	  basada	  en	   las	  modificaciones	  de	  Nerst-­‐Brüner	   y	   Levich	   del	   modelo	   de	   Noyes-­‐Whitney	   permite	   identificar	   los	  factores	  que	  determinan	  la	  velocidad	  de	  disolución:	  	   𝜕𝐶/𝜕𝑡 = 𝐴 ∙ 𝐷ℎ ∙ 𝐶! − 𝐶!𝑉 	  
(	  1-­‐17	  )	  De	   acuerdo	   a	   la	   ecuación	   anterior	   la	   velocidad	   de	   disolución	   de	   una	  sustancia	  depende	  de:	  	  
- El	   área	   superficial	   efectiva	   del	   sólido	   a	   disolver	   (A).	   	   A	  menor	   tamaño	   de	  partícula	  la	  superficie	  de	  contacto	  aumenta.	  
- El	  coeficiente	  de	  difusión	  de	  la	  sustancia	  (D).	  	  Depende	  principalmente	  de	  la	  naturaleza	   de	   la	   molécula	   pero	   también	   depende	   de	   la	   viscosidad	   de	   los	  fluidos	  del	  tracto	  gastrointestinal.	  
- El	  espesor	  de	   la	  capa	  de	  difusión	  (h).	   	  Éste	  depende	  en	  gran	  medida	  de	   la	  hidrodinámica	   del	   sistema,	   que	   es	   muy	   difícil	   simular	   in	   vitro	   por	   lo	  complejo	  de	  la	  motilidad	  intestinal.	  
- La	   solubilidad	   en	   saturación	   del	   fármaco	   bajo	   condiciones	   intraluminales	  (Cs).	  	  Depende	  principalmente	  de	  la	  hidrofilia	  de	  la	  molécula.	  	  
- La	  cantidad	  de	   fármaco	  en	  solución	  (Ct).	   	  Este	  parámetro	  dependerá	  de	   la	  dosis	  
- Volumen	  del	  medio	  de	  disolución	  (V).	  	   Algunos	   de	   estos	   parámetros	   están	   determinados	   principalmente	   por	   las	  propiedades	   fisicoquímicas	   del	   fármaco	   en	   si,	   pero	   además	   son	   fuertemente	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influenciadas	   por	   las	   condiciones	   del	   tracto	   gastrointestinal	   y	   por	   las	  características	  de	  la	  forma	  de	  dosificación	  (128).	  
	  
b.)	  Factores	  relacionados	  con	  el	  diseño	  del	  ensayo	  	   La	  agitación	  y	  la	  hidrodinámica	  son	  factores	  que	  determinan	  la	  velocidad	  de	  disolución.	  	  En	  general,	  la	  relación	  entre	  la	  velocidad	  de	  disolución	  y	  la	  agitación	  es	  directamente	  proporcional.	   	  La	  hidrodinámica	  de	  los	  métodos	  de	  disolución	  es	  problemática,	   no	   solo	   porque	   las	   condiciones	   in	   vivo	   no	   se	   consideraron	   en	   el	  diseño,	  sino	  porque	  además	  las	  condiciones	  hidrodinámicas	  varían	  dentro	  del	  vaso	  de	   disolución.	   Varios	   autores	   han	   intentado	   establecer	   la	   relación	   entre	   la	  velocidad	   de	   agitación	   y	   la	   hidrodinámica	   in	   vivo,	   pero	   los	   resultados	   son	  inconsistentes.	   	  Otra	   fuente	  de	  variable	  en	   la	  hidrodinámica,	   especialmente	  en	  el	  aparato	  de	  paletas	  es	  el	  efecto	  de	  cono	  (figura	  1-­‐12),	  que	  puede	  ocurrir	  en	  el	  fondo	  del	   vaso	   de	   disolución.	   	   Diversos	   estudios	   confirman	   la	   presencia	   de	   una	   “zona	  muerta”	   en	   la	   parte	   inferior	   del	   vaso,	   justo	   debajo	   de	   la	   paleta	   y	   este	   fenómeno	  puede	   enlentecer	   la	   velocidad	   de	   disolución	   (129-­‐131).	   Este	   efecto	   se	   produce	  porque	   las	   partículas	   con	   alta	   densidad	   forman	   un	   montículo	   que	   inhibe	   la	  disolución	   en	   la	   zona	   por	   debajo	   de	   la	   paleta.	   	   Formulaciones	   con	   grandes	  cantidades	  de	  excipientes	  insolubles	  probablemente	  formen	  una	  masa	  densa	  en	  el	  fondo	  del	  vaso	  de	  disolución.	   	  El	  efecto	  de	  cono	  fue	  observado	  tanto	  en	  fármacos	  altamente	   solubles	   como	   en	   los	   poco	   solubles,	   aunque	   el	   efecto	   posee	   mayor	  impacto	   en	   los	   últimos	   (132).	   Este	   problema	   se	   encuentra	   frecuentemente	   en	   la	  etapa	   de	   desarrollo	   del	   método	   de	   disolución	   y	   de	   no	   ser	   abordado	   de	   forma	  correcta,	  puede	  ser	  contraproducente	  en	  el	  desarrollo	  de	  la	  formulación	  (123).	  	  	  	  
	  
Figura	  1-­‐12.	  Esquema	  del	  efecto	  de	  cono	  debajo	  del	  aparato	  de	  paleta	  	   Dependiendo	   de	   la	   ubicación	   de	   la	   forma	   farmacéutica	   en	   el	   vaso	   de	  disolución,	  se	  pueden	  obtener	  resultados	  muy	  diferentes	  (123,	  133).	  	  La	  ubicación	  en	  un	  lugar	  preciso	  del	  vaso	  no	  resulta	  sencillo	  de	  conseguir	  y	  algunas	  estrategias	  que	  han	  sido	  propuestas	  no	  se	  han	  validado	  ninguna	  de	  ellas.	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La	  temperatura	  a	  la	  que	  se	  realiza	  el	  ensayo	  tiene	  un	  efecto	  significativo	  en	  la	  velocidad	  de	  disolución	   (123).	   	  El	   ensayo	  generalmente	  se	   realiza	  a	  37ºC	  para	  simular	   la	   temperatura	  corporal.	   	  Este	  parámetro	   tiene	  que	  estar	  controlado	  a	   lo	  largo	  del	  ensayo.	  El	  medio	   de	   disolución	   es	   otro	   factor	   a	   considerar.	   Pueden	   afectar	   la	  velocidad	  de	  disolución	  tanto	  el	  volumen	  como	  la	  naturaleza	  del	  medio	  utilizado.	  	  El	   ensayo	   de	   disolución	   debe	   realizarse	   en	   condiciones	   de	   mínima	  concentración,	   condiciones	  sumidero	  o	  gradiente	  máximo	  (sink),	  de	  modo	  que	   la	  concentración	  de	  fármaco	  en	  el	  fluido	  de	  disolución	  no	  rebase	  nunca	  el	  20%	  de	  su	  concentración	  de	  saturación,	  por	  esta	  razón	  se	  suele	  usar	  un	  volumen	  de	  medio	  en	  el	  rango	  entre	   	  500	  y	  1000	  mL.	   	  Esta	  condición	  no	  se	  asemeja	  a	   lo	  que	  sucede	   in	  
vivo,	   ya	   que	   en	   el	   intestino,	   el	   volumen	   no	   depende	   solo	   de	   la	   capacidad	   para	  mantener	   condiciones	   sink,	   y	   esta	   condición	   se	   mantiene	   por	   la	   absorción	   del	  fármaco	   que	   se	   encuentra	   en	   solución.	   Si	   se	   ingieren	   alimentos	   el	   volumen	   del	  estómago	   puede	   ser	   de	   1L	   y	   en	   condiciones	   de	   ayuno,	   si	   se	   administra	   un	  medicamento	  con	  un	  vaso	  de	  agua,	  el	  volumen	  será	  un	  poco	  mayor	  a	  250	  mL	  (123).	  	  Klein	  y	   Shah	  demostraron	  que	   la	  hidrodinámica	  del	   sistema	  de	   “mini-­‐paletas”	   es	  escalable	  a	  la	  configuración	  del	  aparato	  2.	  	  El	  sistema	  de	  “mini-­‐paletas”	  permite	  el	  uso	  de	  volúmenes	  más	  fisiológicos	  (200	  mL)	  (134).	  	  La	  desgasificación	  del	  medio	  es	  una	  variable	  a	  considerar	  en	  los	  ensayos	  de	   disolución.	   	   Al	   usar	   medios	   que	   no	   han	   sido	   previamente	   desgasificados,	   se	  pueden	  formar	  burbujas	  alrededor	  de	  la	  formulación	  en	  estudio,	  una	  vez	  ésta	  se	  ha	  introducido	   en	   el	   vaso;	   lo	   que	   puede	   afectar	   los	   resultados	   de	   disolución	   en	  algunos	   productos	   y	   aumentar	   la	   variabilidad	   inter-­‐vaso	   e	   inter-­‐ensayo.	   	   La	  USP	  recomienda	   el	   calentamiento	   del	   medio	   de	   disolución	   a	   41ºC	   e	   inmediatamente	  filtrar	  con	  vacío	  a	   través	  de	  una	  membrana	  filtrante	  con	  tamaño	  de	  poro	  de	  0,45	  
µm.	  	  La	  filtración	  debe	  realizarse	  con	  agitación	  vigorosa	  además	  del	  vacío	  durante	  5	  minutos.	   	  Un	  estudio	  que	  comparó	  varios	  métodos	  de	  desgasificación	  concluyó	  que	  el	  total	  de	  gases	  disueltos	  en	  el	  método	  descrito	  en	  la	  USP,	  sin	  el	  calentamiento	  previo,	   es	   similar	   al	   que	   se	   obtiene	   con	   el	   calentamiento	   por	   lo	   que	   los	   autores	  sugieren	  que	  se	  elimine	  dicha	  fase	  de	  calentamiento	  (135).	  	  	  	   c.)	  Factores	  concernientes	  a	  la	  configuración	  y	  desempeño	  del	  equipo	  	   La	  alineación	  del	  equipo,	  que	  significa	   la	  verificación	  de	   la	  verticalidad	  del	  eje	  y	  su	  ubicación	  en	  el	  centro	  del	  vaso,	  pueden	  afectar	  la	  velocidad	  de	  disolución.	  	  Equipos	   desalineados	   arrojarán	   velocidades	   de	   disolución	   mayores	   que	   las	  correspondientes	  a	  equipos	  perfectamente	  alineados.	  	  	  La	  altura	  del	  sistema	  de	  agitación	  también	  puede	  modificar	  la	  velocidad	  de	  disolución.	  	  	  Irregularidades	   en	   la	   superficie	   y	   forma	   interior	   del	   vaso,	   así	   como	  desviaciones	  en	  concentricidad	  para	  la	  forma	  esférica	  del	  fondo	  pueden	  provocar	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alteraciones	   en	   el	   flujo	   y	   como	   resultado	   un	   aumento	   en	   la	   variabilidad	   en	   los	  resultados.	  	  La	   posición	   de	   la	   cánula	   para	   la	   toma	   de	   muestra	   puede	   afectar	   los	  resultados	  de	  un	  perfil	  de	  disolución.	  Existe	  además	  una	  variabilidad	  inter-­‐analista	  en	  el	  muestreo	  manual.	   	  El	  muestreo	  automatizado	  puede	  eliminar	  los	  problemas	  asociados	  a	  la	  toma	  de	  muestra	  (124).	  Las	   fuentes	   de	   vibración	   del	   entorno	   cercano	   al	   equipo	   de	   disolución	   son	  una	   fuente	   de	   error	   en	   los	   ensayos	   de	   disolución.	   	   Gao	   y	   colaboradores	  encontraron	   que	   los	   comprimidos	   desintegrables	   son	   sensibles	   a	   las	   vibraciones	  tanto	   en	   el	   aparato	   de	   paletas	   como	   en	   el	   de	   cestillos.	   	   Los	   comprimidos	   no	  desintegrables	   fueron	   menos	   sensibles	   pero	   presentan	   una	   alta	   variabilidad	   en	  algunos	  casos	  por	  efecto	  de	  la	  vibración.	  	  Los	  autores	  concluyen	  que	  la	  importancia	  de	   la	   vibración	   en	   el	   ensayo	   de	   disolución	   depende	   de	   la	   fuente	   de	   vibración,	   el	  producto	  estudiado	  y	  el	  tipo	  de	  aparato	  (136).	  Con	  la	  finalidad	  de	  controlar	  todos	  los	  factores	  del	  diseño	  y	  desempeño	  del	  equipo	   de	   velocidad	   de	   disolución	   que	   puedan	   afectar	   los	   resultados	   se	   ha	  propuesto	  una	  rigurosa	  cualificación	  del	  equipo,	  del	  proceso	  y	  de	  la	  verificación	  de	  los	   parámetros	   críticos	   de	   forma	   periódica	   realizando	   una	   calibración	  mecánica.	  	  Dentro	   de	   los	   parámetros	   a	   evaluar	   en	   la	   calibración	  mecánica	   se	   contempla	   la	  velocidad	  de	  agitación,	   la	  altura	  de	   la	  paleta	  o	  cestillo,	   la	  verticalidad	  del	  vaso,	  el	  centrado	  del	  vaso	  y	  del	  eje,	  la	  verticalidad	  del	  eje	  y	  la	  rotación	  del	  eje	  (137).	  	  
1.4.2. Medios	  biopredictivos	  	   Los	  medios	  contemplados	  en	   las	  Farmacopeas	  solo	  simulan	   los	  efectos	  del	  pH	  sobre	  la	  liberación	  del	  fármaco.	  	  Algunos	  medios	  que	  están	  descritos	  en	  la	  USP	  contienen	  surfactantes	  (polisorbato	  80	  o	  laurilsulfato	  de	  sodio)	  que	  incrementan	  la	  solubilidad	  de	  algunos	  fármacos	  en	  solución	  acuosa.	  	  Estos	  medios	  son	  útiles	  para	  realizar	  el	  control	  de	  calidad,	  pero	  cuando	  se	  busca	  que	  el	  ensayo	  de	  disolución	  sea	  una	  herramienta	  de	  predicción	  de	   lo	  que	  ocurre	   in	  vivo,	   es	  necesario	  desarrollar	  medios	  adaptados	  a	  las	  condiciones	  fisiológicas	  	  (121).	  	  A	  los	  medios	  que	  simulan	  propiedades	   y/o	   condiciones	   fisiológicas	   a	   fin	   de	   predecir	   y	   discriminar	   el	  comportamiento	   de	   	   formulaciones	   in	   vivo,	   se	   les	   puede	   llamar	   medios	  biopredictivos.	  Según	  Dokoumetzidis	  y	  Macheras,	   este	   tipo	  de	  medios	   se	  originaron	  en	   la	  década	   de	   1980,	   cuando	   se	   probaron	   una	   variedad	   de	   metodologías	   in	   vitro	  basadas	   en	   ensayos	   de	   disolución	   usando	   medios	   tales	   como	   ácido	   oleico,	  desoxicolato	  de	  sodio	  y	  leche.	  Estos	  métodos	  fueron	  desarrollados	  para	  predecir	  el	  “efecto	  de	  los	  alimentos”	  en	  la	  absorción	  de	  formulaciones	  de	  liberación	  controlada	  de	   teofilina,	   cuando	   se	   administraba	   en	   forma	   concomitante	   con	   los	   alimentos	  (122).	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En	   el	   desarrollo	   y	   la	   selección	   de	   un	  medio	   biopredictivo	   que	   resulte	   útil	  para	  predecir	  el	  comportamiento	  de	  una	  formulación	  in	  vivo,	  se	  debe	  considerar	  en	  igual	  medida	   las	  propiedades	   fisicoquímicas	  del	   fármaco,	   las	  características	  de	   la	  formulación	  y	  las	  condiciones	  fisiológicas	  del	  tracto	  gastrointestinal	  (128).	  	  	  Tanto	   la	  composición	  como	   las	  propiedades	  del	  contenido	  gastrointestinal	  influyen	  en	  la	  solubilidad	  de	  las	  sustancias	  activas	  y	  por	  tanto	  en	  su	  velocidad	  de	  disolución.	  	  	  A	   continuación	   se	   señalan	   las	   principales	   características	   de	   los	   fluidos	  intestinales	   que	   pueden	   influir	   sobre	   la	   disolución	   de	   fármacos;	   es	   oportuno	  resaltar	  que	  éstas	  no	  se	  mantienen	  constantes	  a	  lo	  largo	  del	  tracto	  gastrointestinal	  y	   que,	   además,	   se	   debe	   considerar	   que	   la	   presencia	   de	   alimentos	   es	   el	  desencadenante	  de	  la	  liberación	  de	  muchas	  secreciones	  en	  el	  intestino,	  por	  lo	  que	  la	   composición	   de	   los	   fluidos	   intestinales	   en	   estado	   de	   ayuno	   difieren	   de	   la	  composición	  después	  de	  haber	  ingerido	  alimentos.	  	  
	   a.)	  Composición	  de	  los	  fluidos	  gastrointestinales	  	  
Sistema	   tampón	   y	   contenido	   de	   iones	   hidronio:	   	   La	   concentración	   de	  iones	  hidronio	  regula	  el	  pH	  y	  por	  tanto	  la	  disolución	  de	  fármacos	  ionizables.	  	  En	  el	  estómago	   se	   segrega	   ácido	   clorhídrico	   que	   aporta	   iones	   hidronio	   por	   lo	   que	   el	  medio	   en	   esta	   zona	   del	   tracto	   gastrointestinal	   es	   normalmente	   ácido.	   	   La	  concentración	  en	  ayuno	  de	  ácido	  clorhídrico	  es	  de	  0,01-­‐0,1	  M	  y	  es	  de	  10-­‐3	  a	  10-­‐7	  M	  después	   de	   la	   ingesta	   de	   alimentos	   (138).	   El	   principal	   tampón	   fisiológico	   es	   el	  bicarbonato	  y	  es	  el	  responsable	  del	  gradiente	  de	  pH	  que	  se	  presenta	  a	  lo	  largo	  del	  lumen	   intestinal.	   	   El	   bicarbonato	   es	   secretado	   por	   el	   páncreas	   y	   por	   las	   células	  epiteliales	   del	   duodeno	   para	   neutralizar	   la	   secreción	   gástrica	   y	   de	   esta	   forma	  proteger	   el	   epitelio	   duodenal	   del	   daño	   que	   puede	   provocar	   el	   ácido.	   	   La	  concentración	  de	  bicarbonato	  en	  el	   intestino	  es	  dinámica	  y	  varía	  según	  el	  estado	  prandial	  y	  la	  zona	  del	  intestino.	  	  En	  duodeno	  y	  yeyuno	  en	  condiciones	  de	  ayuno	  la	  concentración	  de	  bicarbonato	  encontrada	  fue	  de	  2	  a	  30	  mM	  (138).	  	  	  	  
Sales	   biliares:	  La	  bilis,	  que	  es	  producida	  por	  el	  hígado	  y	  depositado	  en	   la	  vesícula	   biliar	   hasta	   que	   se	   libera	   al	   lumen	   intestinal,	   está	   constituida	   por	   sales	  biliares,	   fosfolípidos,	   bicarbonato,	   colesterol,	   pigmentos	   biliares	   y	   desechos	  orgánicos.	   Las	   sales	   biliares	   se	   pueden	   combinar	   con	   los	   lípidos	   para	   formar	  micelas,	  lo	  que	  mejora	  la	  solubilidad	  de	  algunos	  fármacos	  y	  además	  disminuyen	  la	  tensión	  superficial	  y	  por	  tanto	  mejorar	  la	  humectación	  de	  sólidos.	  	  En	  el	  estómago	  en	  condiciones	  de	  ayuno	  se	  han	  encontrado	  valores	  de	  0,10	  mM	  y	  después	  de	   la	  administración	  de	  alimentos	  la	  concentración	  reportada	  es	  de	  0,06	  mM	  (138).	  	  En	  el	  duodeno	  en	  condiciones	  de	  ayuno,	  Kalantzi	  y	  colaboradores	  determinaron	  una	  concentración	   de	   2,6	   mM	   y	   en	   yeyuno	   se	   había	   encontrado	   previamente	   una	  concentración	  de	  2	  mM	  (139).	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Enzimas:	   	   Las	  enzimas	  digestivas	  pueden	  clasificarse	  según	  su	   función	  en	  lipasas	   (disocian	   enlaces	   covalentes	   de	   lípidos	   para	   convertirlos	   en	   gliceroles	   y	  ácidos	   grasos),	   peptidasas	   (son	   proteolíticas)	   y	   amilasas	   (rompen	   enlaces	  glusídicos	  entre	  monosacáridos)	  (140).	  	  	  La	   lipasa	   en	   el	   estómago	   en	   condiciones	   de	   ayuno	   se	   considera	   de	   poca	  importancia	  porque	  es	  activa	  a	  pH	  entre	  3	  y	  6.	   	  La	  actividad	  de	  esta	  enzima	  en	  el	  estómago	  después	  de	   la	  alimentación	  se	  encuentra	  en	  el	   rango	  entre	  11,4	  y	  43,9	  U/mL	  (138).	  La	   pepsina	   es	   la	   principal	   peptidasa	   del	   tracto	   gastrointestinal.	   	   Se	   ha	  encontrado	  que	  su	  concentración	  en	  el	  estómago	  en	  ayunas	  oscila	  entre	  0,11	  y	  0,22	  mg/mL;	  mientras	  que	  después	  de	  la	  ingesta	  de	  alimentos	  es	  de	  0,26	  a	  1,72	  mg/mL	  (139).	  	  
Otros	   componentes:	   En	   los	   fluidos	   del	   tracto	   gastrointestinal	   se	   han	  encontrado	  y	  cuantificado	  otra	  serie	  de	  componentes	  como	  lípidos,	   fosfolípidos	  e	  iones	  como	  potasio,	  sodio,	  cloruro	  y	  calcio	  (138).	  	  
	   b.)	  Propiedades	  de	  los	  fluidos	  gastrointestinales	  	  
pH:	   El	   pH	   del	   tracto	   gastrointestinal	   tiene	   un	   importante	   efecto	   sobre	   la	  disolución	  de	  medicamentos	  administrados	  por	  vía	  oral,	  especialmente	  en	  aquellos	  que	  contienen	  fármacos	  con	  valores	  pKa	  dentro	  del	  rango	  fisiológico	  de	  pH.	  	  El	  pH	  del	   lumen	   intestinal	   depende	   de	   muchas	   variables	   como	   la	   condición	   prandial,	  tiempo	   después	   de	   administración	   de	   alimentos,	   volumen	   y	   contenido	   de	   los	  alimentos,	   así	   como	   del	   volumen	   de	   las	   secreciones.	   	   El	   valor	   del	   pH	   varía	  gradualmente	  a	  lo	  largo	  de	  todo	  el	  tracto	  gastrointestinal,	  desde	  valores	  muy	  bajos	  en	  el	  estómago	  hasta	  un	  pH	  básico	  en	  la	  última	  sección	  del	  intestino.	  	  
Poder	  amortiguador:	  La	  capacidad	  tamponadora	  puede	  definirse	  como	  “la	  cantidad	  de	  ácido	  o	  base	  fuerte	  que	  deben	  añadirse	  a	  un	  litro	  de	  solución	  tampón	  para	  producir	  un	  cambio	  de	  pH	  de	  una	  unidad”	  y	  se	  expresa	  en	  	  	  	  	  	  	  	  	  mmol·L-­‐1·pH-­‐1.	  	  La	  capacidad	  tamponadora	  de	  los	  fluidos	  intestinales	  puede	  afectar	  la	  velocidad	  de	  disolución,	   especialmente	   de	   fármacos	   ionizables.	   	   La	   capacidad	   amortiguadora	  depende	  del	  pH	  del	  medio,	  de	  la	  concentración	  del	  tampón	  y	  del	  pKa	  del	  mismo.	  	  
Osmolaridad:	  	  La	  osmolaridad	  puede	  afectar	  la	  liberación	  del	  fármaco	  y	  el	  comportamiento	  de	  los	  excipientes.	  	  
Viscosidad:	   El	   aumento	   de	   la	   viscosidad	   generalmente	   provoca	   una	  disminución	  del	  vaciamiento	  gástrico	  y	  prolonga	  el	  tránsito	  gastrointestinal.	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Tensión	  superficial:	  	  la	  tensión	  superficial	  puede	  influir	  en	  la	  humectación	  de	  las	  formas	  de	  dosificación	  y	  por	  tanto	  afectar	  la	  disolución.	  	  Así,	  una	  alta	  tensión	  superficial	  disminuye	  la	  capacidad	  de	  humectación	  de	  sólidos.	  	   En	  las	  tablas	  1-­‐4,	  1-­‐5	  y	  1-­‐6	  que	  se	  presentan	  a	  continuación,	  se	  señalan	  los	  valores	  de	  las	  propiedades	  del	  estómago,	  duodeno	  y	  yeyuno,	  respectivamente,	  que	  fueron	   obtenidas	   experimentalmente	   y	   se	   encuentran	   disponibles	   en	   la	  bibliografía.	  	  Propiedad	   En	  ayuno	   Después	  de	  la	  ingesta	  de	  alimentos	  pH	   1-­‐2,5	   4,4-­‐5,4	  Capacidad	  tamponadora	  (mmol·L-­‐1·pH-­‐1)	   7-­‐18	   14-­‐28	  Osmolaridad	  (mOsmol·kg-­‐1)	   171-­‐276	   217-­‐559	  Tensión	  superficial	  (mN·m-­‐1)	   41,9-­‐45,7	   30-­‐31	  Viscosidad	  (cP)	   -­‐	   10-­‐2000	  
Tabla	  1-­‐4.	  Propiedades	  de	  los	  fluidos	  en	  el	  estómago	  en	  condiciones	  de	  ayuno	  y	  después	  de	  la	  ingesta	  
de	  alimentos	  (138).	  	  	  Propiedad	   En	  ayuno	   Después	  de	  la	  ingesta	  de	  alimentos	  pH	   6,2	   5,2-­‐6,2	  Capacidad	  tamponadora	  (mmol·L-­‐1·pH-­‐1)	   5,6	   18-­‐30	  Osmolaridad	  (mOsmol·kg-­‐1)	   178	   250-­‐367	  Tensión	  superficial	  (mN·m-­‐1)	   33,3-­‐46,0	   32,2-­‐36,7	  
Tabla	  1-­‐5.	  Propiedades	  de	  los	  fluidos	  en	  el	  duodeno	  en	  condiciones	  de	  ayuno	  y	  después	  de	  la	  ingesta	  de	  
alimentos	  (138).	  	  Propiedad	   En	  ayuno	   Después	  de	  la	  ingesta	  de	  alimentos	  pH	   5,3-­‐8,1	   6,1	  Capacidad	  tamponadora	  (mmol·L-­‐1·pH-­‐1)	   2,4-­‐2,8	   13,2-­‐14,6	  Osmolaridad	  (mOsmol·kg-­‐1)	   200-­‐278	   -­‐	  Tensión	  superficial	  (mN·m-­‐1)	   28-­‐33,7	   27	  
Tabla	  1-­‐6.	  Propiedades	  de	  los	  fluidos	  en	  el	  yeyuno	  en	  condiciones	  de	  ayuno	  y	  después	  de	  la	  ingesta	  de	  
alimentos	  (138).	  	   En	   el	   desarrollo	   de	   medios	   de	   disolución	   in	   vitro	   que	   resulten	  biopredictivos,	  es	  importante	  que	  su	  contenido	  imite	  los	  fluidos	  gastrointestinales,	  por	   lo	   que	   el	   pH,	   la	   concentración	   y	   medio	   tamponante	   sean	   similares	   a	   la	  encontradas	   in	  vivo.	   	  Las	  sales	  biliares,	  electrolitos,	  enzimas	  y	   los	   lípidos	  también	  deben	  ser	  similares	  a	  los	  que	  se	  encuentran	  en	  el	  tracto	  gastrointestinal	  (141).	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   c.)	  Medios	  que	  simulan	  las	  condiciones	  del	  tracto	  gastrointestinal	  	  
c.1.)	  Medios	  descritos	  en	  la	  Farmacopea	  	  
- Agua	  La	   ventaja	   de	   usar	   agua	   como	  medio	   de	   disolución	   es	   que	   se	   trata	   de	   un	  medio	  simple	  que	  se	  ha	  sido	  ampliamente	  usado	  en	  controles	  de	  calidad.	  Se	  puede	  aceptar	  su	  uso	  si	  se	  tiene	  en	  cuenta	  que	  muchas	  formulaciones	  deben	  ser	  ingeridas	  con	  un	  vaso	  de	  agua.	  Además,	  en	  el	  caso	  de	  pacientes	  con	  hipoclorhidria	  (debido	  a	  la	   edad	   o	   tratamiento	   con	   antiácidos),	   el	   agua	   puede	   servir	   como	  medio	   ya	   que	  refleja	   ese	   aumento	   de	   pH	   gástrico	   y	   la	   baja	   capacidad	   amortiguadora.	   Para	  conseguir	  que	  el	  agua	  tenga	  capacidad	  amortiguadora	  se	  debe	  añadir	  una	  solución	  de	   HCl/NaCl	   o	   tampón	   acetato	   con	   un	   valor	   de	   pH	   de	   5	   (128).	   La	   Farmacopea	  Europea	  recomienda	  que	  sólo	  se	  use	  este	  medio	  cuando	  las	  variaciones	  de	  pH	  no	  tengan	  influencia	  en	  las	  características	  de	  la	  disolución	  (126).	  	  
- Soluciones	  tampón	  con	  pH	  entre	  1,2	  y	  7,5	  Estas	  soluciones	  están	  establecidas	  en	  las	  Farmacopeas	  porque	  el	  pH	  es	  sin	  duda	   un	   parámetro	   fundamental	   del	   tracto	   gastrointestinal	   que	   influye	   en	   la	  solubilidad	   de	   los	   fármacos.	   	   Las	   soluciones	   descritas	   la	   Farmacopea	   Europea	  (Ph.Eur.)	  con	  pH	  entre	  1,2	  y	  1,5	  contienen	  cloruro	  de	  sodio	  y	  ácido	  clorhídrico	  con	  concentración	   de	   la	   sal	   de	   50	   mM.	   	   Las	   soluciones	   de	   pH	   4,5	   se	   preparan	   con	  acetato	  de	  sodio	  y	  ácido	  acético	  y	  la	  concentración	  de	  la	  sal	  es	  de	  36,5	  mM	  y	  las	  que	  tienen	  un	  pH	  entre	  5,8	  y	  6,8	  contienen	  fosfato	  monobásico	  de	  potasio	  e	  hidróxido	  de	   sodio	   con	   concentración	   de	   50	   mM	   para	   la	   sal	   (126).	   	   La	   sistemas	   tampón	  usados	   en	   cada	   rango	   de	   pH,	   corresponden	   a	   sus	   valores	   de	   pKa,	   ya	   que	   la	  capacidad	  tamponadora	  de	  un	  par	  conjugado	  se	  ve	  favorecida	  por	   la	  cercanía	  del	  pKa	  al	  valor	  del	  pH	  de	  la	  solución	  preparada.	  	  La	  alta	  concentración	  iónica	  utilizada	  persigue	  mantener	  constante	  el	  pH,	  que	  puede	  verse	  modificado	  por	  la	  disolución	  del	  fármaco	  estudiado	  o	  por	  efecto	  de	  los	  excipientes	  de	  la	  formulación.	  	  
- Fluido	  gástrico	  simulado	  (SGF,	  por	  sus	  siglas	  en	  inglés)	  Este	   medio	   se	   ha	   usado	   tradicionalmente	   para	   simular	   las	   condiciones	  gástricas	  en	  ayunas.	  Contiene	  ácido	  clorhídrico,	  cloruro	  sódico,	  3,2	  g	  de	  pepsina	  y	  agua,	  y	  tiene	  un	  pH	  de	  1,2	  (125).	  Este	  medio	  no	  refleja	  exactamente	  las	  condiciones	  fisiológicas	   en	   el	   estómago,	   ya	   que	   el	   rango	   de	   pH	   en	   este	   órgano	   es	   de	   1,5-­‐1,9;	  para	  bases	  débiles	  muy	  poco	  solubles	  esta	  diferencia	  de	  pH	  puede	  sobreestimar	  la	  velocidad	  de	  disolución	  in	  vivo.	  La	  concentración	  de	  pepsina	  y	  la	  tensión	  superficial	  de	  este	  medio	  también	  se	  diferencian	  de	  los	  valores	  fisiológicos.	  	  
- Fluido	  intestinal	  simulado	  (SIF,	  por	  sus	  siglas	  en	  inglés)	  Este	  medio	  se	  describió	  hace	  más	  de	  50	  años	  en	  la	  USP	  e	  inicialmente	  tenía	  un	  pH	  de	  7,5.	  Estudios	  posteriores	  han	  concluido	  que	  ese	  pH	  es	  característico	  del	  
	  	   44	  
íleon,	   y	   que	   para	   que	   los	   fármacos	   se	   absorban	   tienen	   que	   haberse	   disuelto	   en	  tramos	  más	   proximales	   (duodeno	   y	   yeyuno	   proximal),	   por	   lo	   que	   el	   pH	   de	   este	  medio	  SIF	  se	  cambió	  a	  6,8	  en	   la	  USP	  publicada	  en	  el	  año	  2000	  (128).	  Este	  medio	  contiene	  fosfato	  monobásico	  de	  potasio,	  hidróxido	  de	  sodio	  y	  10	  g	  de	  pancreatina;	  su	  pH	  es	  6,8	  (125).	  Los	  medios	  establecidos	  en	  las	  diferentes	  Farmacopeas	  son	  útiles	  en	  control	  de	   calidad,	   pero	   no	   representan	   todos	   los	   aspectos	   clave	   de	   la	   composición	   del	  tracto	   gastrointestinal,	   que	   pueden	   ser	   relevantes	   en	   la	   liberación	   del	   fármaco	   a	  partir	  de	  la	  forma	  farmacéutica	  ensayada	  (142).	  	  	  	  
c.2.)	  Medios	  que	  simulan	  las	  condiciones	  de	  la	  zona	  proximal	  del	  tracto	  
gastrointestinal	  	   La	   zona	   proximal	   del	   tracto	   gastrointestinal	   posee	   características	   y	  propiedades	  diferentes	  que	  dependen	  de	  su	  anatomía	  y	  del	  estado	  prandial,	  como	  se	  explicó	  anteriormente.	  	  Es	  por	  esto	  que	  los	  medios	  que	  intentan	  simular	  in	  vitro	  las	   condiciones	   de	   esta	   zona	   del	   intestino,	   fueron	   desarrollados	   como	   fluido	  gástrico	   que	   asemeja	   el	   estómago	   y	   fluido	   intestinal	   que	   mimetiza	   la	   región	  proximal	   del	   intestino.	   	   Para	   simular	   el	   estado	   prandial	   se	   han	   desarrollado	  métodos	  en	  estado	  de	  ayunas	  o	  en	  estado	  posterior	  a	  la	  ingesta	  de	  alimentos	  para	  ambos	   fluidos.	   	   A	   continuación	   se	   resume	   la	   composición	   de	   cada	   medio	   y	   su	  utilidad.	  	  
- Fluido	  gástrico	  simulado	  en	  estado	  de	  ayunas	  (FaSSGF,	  por	  sus	  siglas	  
en	  inglés)	  Este	   medio	   fue	   propuesto	   por	   Vertzoni	   y	   colaboradores	   en	   2005,	   cuya	  composición	  y	  propiedades	  se	  resumen	  en	  la	  tabla	  1-­‐7.	  	  Este	  medio	  parece	  ser	  más	  apropiado	   que	   los	   propuestos	   previamente	   porque	   la	   disminución	   de	   la	   tensión	  superficial	  del	  medio	  es	  provocada	  por	  concentraciones	  fisiológicas	  de	  pepsina	  en	  vez	   de	   surfactantes	   sintéticos	   (142).	   	   Este	   medio	   es	   capaz	   de	   predecir	   la	  solubilidad	  de	  fármacos	  poco	  solubles	  a	  nivel	  estomacal	  en	  condiciones	  de	  ayuno.	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Introducción	  
	  45	  
FaSSGF	  pH	  1,6	  Composición	  Taurocolato	  sódico	  (µM)	   80	  Lecitina	  (µM)	   20	  Pepsina	  (mg/mL)	   0,1	  Cloruro	  de	  sodio	  (mM)	   34,2	  Ácido	  clorhídrico	  c.s.	   pH	  1,6	  Propiedades	  pH	   1,6	  Osmolaridad	  (mOsm/kg)	   120,7	  +	  2,5	  Capacidad	  tampón	  (mmol/L/pH)	   -­‐	  Tensión	  superficial	  (mN/m)	   42,6	  
Tabla	  1-­‐7.	  Composición	  del	  medio	  FaSSGF	  (143)	  
- Fluidos	  gástricos	  que	  simulan	  la	  presencia	  de	  alimentos	  La	   composición	   gástrica	   en	   el	   estado	   postprandial	   depende	   del	   tipo	   de	  alimento	  ingerido.	  	  El	  medio	  ideal	  sería	  un	  homogeneizado	  de	  la	  comida	  usada	  en	  un	  estudio	  clínico,	  pero	  las	  dificultad	  del	  análisis	  del	  fármaco	  en	  estas	  condiciones	  limita	   el	   uso	   de	   este	  medio.	   	   Los	  medios	   alternativos	   propuestos	   incluyen	   leche	  homogeneizada	  de	  vaca	  con	  un	  contenido	  de	  grasa	  de	  3,5%	  y	  Ensure	  Plus,	  que	  poseen	   propiedades	   fisicoquímicas	   similares	   a	   las	   que	   tiene	   la	   comida	   estándar	  establecida	  por	   la	  FDA	  para	  evaluar	  el	  efecto	  de	   los	  alimentos	  en	   los	  estudios	  de	  biodisponibilidad	  y	  bioequivalencia	  (142).	  El	   problema	   más	   importante	   al	   tratar	   de	   simular	   el	   medio	   gástrico	   en	  presencia	  de	  alimentos	  es	  que	  la	  composición	  del	  mismo	  cambia	  en	  la	  medida	  en	  que	   se	   realiza	   la	   digestión	   y	   se	   produce	   el	   vaciado	   gástrico.	   	   El	   desarrollo	   de	  medios	   “instantáneos”,	   que	   correspondan	   a	   las	   etapas	   más	   representativas	  después	   de	   la	   ingesta	   de	   alimentos,	   puede	   ser	   una	   alternativa.	   	   Jantratid	   y	  colaboradores	   han	   propuesto	   tres	   medios	   	   “instantáneos”	   	   usando	   leche,	   que	  simulan	   los	   cambios	   que	   ocurren	   a	   nivel	   gástrico	   durante	   los	   primeros	   200	  minutos	  después	  de	  la	  ingesta	  de	  alimentos.	  	  Los	  investigadores	  han	  dividido	  este	  espacio	  de	  tiempo	  en	  tres	  etapas	  a	  las	  que	  denominaron	  fase	  temprana,	  fase	  media	  y	  fase	  tardía.	  	  La	  composición	  de	  los	  tres	  medios	  propuestos	  se	  muestra	  en	  la	  tabla	  1-­‐8.	   	   El	  medio	  de	   la	   fase	  media,	   parece	   reflejar	  mejor	   los	   cambios	   generales	  que	  ocurren	   con	   la	   ingesta	   de	   alimentos,	   por	   lo	   que	   ha	   sido	   designado	   como	   fluido	  gástrico	  simulado	  en	  estado	  postprandial	  (FeSSGF,	  por	  sus	  siglas	  en	  inglés)	  (144).	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   Fase	  Composición	   Temprana	   Media	  (FeSSGF)	   Tardía	  Cloruro	  de	  sodio	  (mM)	   148	   237,02	   122,6	  Ácido	  acético	  (mM)	   -­‐	   17,12	   -­‐	  Acetato	  de	  sodio	  (mM)	   -­‐	   29,75	   -­‐	  Ácido	  ortofosfórico	  (mM)	  	   -­‐	   -­‐	   5,5	  Dihidrógeno	  fosfato	  de	  sodio	  (mM)	   -­‐	   -­‐	   32	  Leche/solución	  tampón	   1:0	   1:1	   1:3	  Ácido	  clorhídrico/hidróxido	  de	  sodio	  c.s.	   pH	  6,4	   pH	  5	   pH	  3	  Propiedades	   	   	   	  pH	   6,4	   5	   3	  Osmolaridad	  (mOsm/kg)	   559	   400	   300	  Capacidad	  tampón	  (mmol/L/pH)	   21,33	   25	   25	  Tensión	  superficial	  (mN/m)	   49,7	  +	  0,3	   52,3	  +	  0,3	   58,1	  +	  0,2	  
Tabla	  1-­‐8.	  Composición	  de	  los	  medios	  que	  simulan	  la	  presencia	  de	  alimentos	  en	  el	  estómago	  (144).	  	  
- Fluido	  intestinal	  simulado	  en	  estado	  de	  ayunas	  (FaSSIF,	  por	  sus	  siglas	  
en	  inglés)	  Este	  medio	  simula	  las	  condiciones	  del	  intestino	  delgado	  en	  ayunas.	  Tiene	  un	  pH	   representativo	   de	   los	   valores	   que	   se	   pueden	   encontrar	   entre	   la	   mitad	   del	  duodeno	   hasta	   el	   íleon	   proximal;	   contiene	   sales	   biliares	   (taurocolato	   sódico)	   y	  fosfolípidos	  (lecitina)	  que	  facilitan	  la	  humectación	  del	  sólido	  y	  la	  solubilización	  de	  compuestos	   lipófilos	   (128).	   	   La	   composición	  de	   este	  medio	   se	  detalla	   en	   la	   tabla	  	  	  	  1-­‐9.	  	   FaSSIF	  pH	  6,5	  Composición	  Taurocolato	  sódico	  (mM)	   3	  Lecitina	  (mM)	   0,75	  Dihidrógeno	  fosfato	  de	  sodio	  (g)	   3,438	  Cloruro	  de	  sodio	  (g)	   6,186	  Hidróxido	  de	  sodio	  c.s	   pH	  6,5	  Agua	  desionizada	  c.s.	   1L	  Propiedades	  pH	   6,5	  Osmolaridad	  (mOsm/kg)	   ~270	  Capacidad	  tampón	  (mEq/L/pH)	   ~12	  Tensión	  superficial	  (mN/m)	   54	  
Tabla	  1-­‐9.	  Composición	  del	  medio	  FaSSIF	  (128)	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• FaSSIF-­‐V2	  En	  2008,	  Jantratid	  y	  colaboradores	  propusieron	  una	  ligera	  modificación	  en	  el	   medio	   FaSSIF,	   llamándolo	   FaSSIF-­‐V2.	   Ésta	   consiste	   en	   una	   disminución	   de	   la	  cantidad	  de	  lecitina	  a	  0,2	  mM	  y	  un	  cambio	  del	  tampón	  fosfato	  por	  tampón	  maleato.	  La	  osmolaridad	  de	  este	  medio	  es	  de	  180	  ±	  10	  mOsm/kg	  (142).	  	  
- Fluido	   intestinal	   simulado	   en	   estado	   postprandial	   (FeSSIF,	   por	   sus	  
siglas	  en	  inglés)	  La	  primera	  versión	  de	  este	  medio	  fue	  propuesto	  en	  1998	  y	  su	  objetivo	  era	  simular	  las	  principales	  características	  de	  los	  fluidos	  intestinales.	  	  Fue	  diseñado	  en	  base	  a	  los	  datos	  recogidos	  en	  la	  literatura	  sobre	  la	  concentración	  de	  sales	  biliares	  y	  lecitina	   así	   como	   datos	   del	   pH	   en	   humanos.	   	   Se	   consideró	   además	   la	   capacidad	  tampón	  medida	  en	  perro	   como	  modelo	   (145).	   	   La	   composición	  de	  este	  medio	   se	  muestra	  en	  la	  tabla	  1-­‐10.	  	   FeSSIF	  pH	  5,0	  Composición	  Taurocolato	  sódico	  (mM)	   15	  Lecitina	  (mM)	   3,75	  Ácido	  acético	  (g)	   8,65	  Cloruro	  de	  sodio	  (g)	   11,874	  Hidróxido	  de	  sodio	  (lentejas)	  g	   4,04	  Agua	  desionizada	  c.s.	   1L	  Propiedades	  pH	   5,0	  Osmolaridad	  (mOsm/kg)	   ~670	  Capacidad	  tampón	  (mEq/L/pH)	   ~72	  Tensión	  superficial	  (mN/m)	   48	  
Tabla	  1-­‐10.	  Composición	  del	  medio	  FeSSIF	  (128).	  	   Estudios	   en	   humanos,	   posteriores	   al	   diseño	   de	   FeSSIF,	   revelaron	   que	   las	  condiciones	  de	  los	  fluidos	  intestinales	  después	  de	  la	  ingesta	  de	  alimentos	  difiere	  en	  algunos	  aspectos	  del	  FeSSIF	  inicialmente	  propuesto.	  	  Por	  ejemplo,	  la	  concentración	  de	  sales	  biliares	  es	  menor	  in	  vivo;	  el	  FeSSIF	  no	  contiene	  productos	  que	  provoquen	  lipólisis	  que,	  junto	  con	  la	  bilis,	  puede	  aumentar	  la	  solubilidad	  de	  los	  fármacos	  poco	  solubles.	  	  Por	  esta	  razón	  se	  propuso	  una	  nueva	  versión	  del	  medio	  al	  que	  se	  designó	  como	  FeSSIF-­‐V2	  (142).	  	  
• FeSSIF-­‐V2	  Este	  medio	  mimetiza	  los	  cambios	  en	  el	  pH,	  capacidad	  tampón,	  osmolaridad	  y	   concentración	   de	   componentes	   biliares	   provocados	   por	   los	   alimentos	   en	   el	  intestino.	   	  Este	  medio	   tiene	  una	  cantidad	  menor	  de	   componentes	  biliares	  que	   su	  predecesor	  (FeSSIF),	  pero	  esto	  se	  compensa	  con	  la	  inclusión	  de	  monoglicéridos	  y	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ácidos	   grasos	   libres	  que	  pueden	  mejorar	   la	   solubilidad	  y	  disolución	  de	   fármacos	  poco	  solubles	  (144).	  En	  la	  tabla	  1-­‐11	  se	  muestra	  la	  composición	  del	  medio	  FeSSIF-­‐V2.	   	   FeSSIF-­‐V2	  pH	  5,8	  Composición	  Taurocolato	  sódico	  (mM)	   10	  Lecitina	  (mM)	   2	  Monooleato	  de	  glicerilo	  (mM)	   5	  Oleato	  de	  sodio	  (mM)	   0,8	  Ácido	  maleico	  (mM)	   55,02	  Hidróxido	  de	  sodio	  (mM)	   81,65	  Cloruro	  de	  sodio	  (mM)	   125,5	  Propiedades	  pH	   5,8	  Osmolaridad	  (mOsm/kg)	   390	  +	  10	  Capacidad	  tampón	  (mEq/L/pH)	   25	  Tensión	  superficial	  (mN/m)	   40,5	  +	  0,2	  
Tabla	  1-­‐11.	  Composición	  del	  medio	  FeSSIF	  (144)	  	   Las	   versiones	   V2	   de	   los	   medios	   FaSSIF	   y	   FeSSIF	   demostraron	   una	  mejor	  capacidad	  de	  predicción	  in	  vivo	  que	  sus	  predecesores	  (144).	  	  
- Medios	  preparados	  con	  tensoactivos	  sintéticos	  Los	   medios	   FaSSIF	   y	   FeSSIF	   han	   resultado	   muy	   útiles	   para	   predecir	   el	  comportamiento	  de	  fármacos	  poco	  solubles,	  sin	  embargo,	  debido	  a	  su	  composición	  compleja,	   estos	  medios	   son	   costosos	   y	   actualmente,	   requieren	   ser	   preparados	   el	  mismo	  día	  del	  ensayo	  porque	  son	  inestables	  (146).	  	  Por	  esta	  razón,	  en	  la	  actualidad	  	  se	   están	   desarrollando	   investigaciones	   encaminadas	   a	   sustituir	   los	   componentes	  biliares	  por	  tensoactivos	  sintéticos.	  	  	  Taupitz	   y	   Klein,	   desarrollaron	  medios	   que	   contenían	   entre	   0,1	   y	   0,5%	   de	  laurilsulfato	  sódico	  (LSS)	  y	  concentraciones	  entre	  0,1	  y	  0,25%	  de	  tween	  80.	  	  En	  el	  estudio	   realizado,	   utilizaron	   tamoxifeno	   como	   fármaco	   modelo	   clase	   II	   y	  obtuvieron	  perfiles	  de	  disolución	  de	  dicho	  fármaco	  con	  FaSSIF/FeSSIF	  que	  fueron	  comparados	  con	   los	  medios	  desarrollados	  utilizando	   tensoactivos	  sintéticos.	   	  Las	  concentraciones	  más	   bajas	   con	   gran	   capacidad	   discriminatoria	   fueron	   0,175%	   y	  0,1%	   para	   LSS	   y	   tween	   80,	   respectivamente.	   	   Los	   autores	   señalan	   que	   los	  surfactantes	   sintéticos	   permiten	   el	   diseño	   de	   medios	   con	   capacidad	  discriminatoria	   para	   formulaciones	   que	   contienen	   fármacos	   poco	   solubles,	   pero	  aclaran	  que	  es	  necesario	  hacer	  un	  uso	  crítico	  de	  la	  cantidad	  de	  surfactante	  que	  se	  usa	  a	  fin	  de	  tener	  medios	  realmente	  predictivos	  	  (147).	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- Medios	  con	  incremento	  de	  la	  viscosidad	  	  Los	  cambios	  en	  la	  absorción	  de	  fármacos	  en	  presencia	  de	  alimentos	  ha	  sido	  explicado	  por	  distintos	  mecanismos.	   	  Uno	  de	  ellos	  es	  el	  aumento	  de	  la	  viscosidad	  intraluminal,	  ya	  que	  éste	  influye	  sobre	  la	  desintegración	  y	  disolución	  de	  las	  formas	  de	   dosificación.	   	   El	   aumento	   de	   la	   viscosidad	   es	   un	   mecanismo	   que	   ha	   sido	  ampliamente	   documentado	   como	   predominante	   en	   los	   cambios	   de	   absorción	   de	  fármacos	   en	   presencia	   de	   alimentos	   y	   por	   tanto,	   debe	   ser	   considerado	   en	   el	  desarrollo	   de	   medios	   biopredictivos	   que	   persigan	   evaluar	   la	   influencia	   de	   la	  administración	   de	   alimentos	   de	   forma	   concomitante	   con	   una	   formulación	   (148).	  	  En	  este	   sentido,	   existen	  experiencias	  positivas	  usando	  hidroxipropilmetilcelulosa	  como	  agente	  viscosante,	  con	  el	  que	  se	  han	  diseñado	  medios	  a	  partir	  de	  soluciones	  tampón	  establecidas	  en	  la	  Farmacopea.	   	  Estos	  medios	  permiten	  estudiar	  el	  efecto	  del	   aumento	   de	   la	   viscosidad	   del	   medio	   sobre	   la	   velocidad	   de	   disolución	   de	  fármacos	  clase	  III,	  en	  los	  que	  es	  más	  probable	  que	  se	  produzca	  un	  efecto	  negativo	  con	  la	  administración	  de	  alimentos	  (148-­‐150).	  	  
c.3.)	  Tampón	  bicarbonato	  El	  principal	  sistema	  tampón	  que	  se	  encuentra	  en	  el	   intestino	  delgado	  es	  el	  bicarbonato.	   	   Este	   tampón	   además	   refleja	   la	   composición	   iónica	   y	   capacidad	  tampón	   de	   los	   fluidos	   intestinales	   (151).	   	   Por	   esta	   razón,	   este	   tampón	   puede	  considerarse	   esencial	   para	   una	   simulación	   de	   las	   condiciones	   intestinales	   muy	  semejantes	  a	  la	  reales,	  especialmente	  cuando	  el	  objetivo	  es	  predecir	  la	  disolución	  de	   formas	   farmacéuticas	   orales	   que	   contienen	   sustancias	   activas	   y	   excipientes	  ionizables	  (152).	  	  	  El	   tampón	   bicarbonato	   está	   formado	   por	   el	   par	   conjugado	  bicarbonato/ácido	  carbónico	  (HCO3-­‐/H2CO3).	  	  El	  ácido	  carbónico	  es	  un	  ácido	  débil	  con	   pKa	   6,4;	   que	   es	   capaz	   de	   producir	   de	   forma	   espontánea	   su	   anhídrido	  	  correspondiente	  (CO2)	  cuando	  se	  encuentra	  en	  solución	  acuosa	  (ecuación	  1-­‐19).	  	   𝐶𝑂!  (!"#) ↔ 𝐶𝑂!  (!"#) + 𝐻!𝑂 ↔ 𝐻!𝐶𝑂! ↔ 𝐻! + 𝐻𝐶𝑂!!	  
(	  1-­‐18	  )	  La	  pérdida	  de	  dióxido	  de	  carbono	  desde	  el	  seno	  de	  una	  solución	  tampón	  de	  bicarbonato,	  que	  por	   consiguiente	   cambia	   las	   concentraciones	  del	  par	   conjugado	  bicarbonato/ácido	   carbónico,	   es	   la	   razón	   por	   la	   que	   mantener	   el	   pH	   de	   esta	  solución	  en	  condiciones	  experimentales	  resulta	  difícil	  e	  impreciso.	  	  Esta	  dificultad	  es	  el	  factor	  que	  limita	  la	  utilización	  de	  este	  tampón	  en	  los	  estudios	  de	  disolución	  in	  
vitro,	   a	   pesar	   de	   ser	   el	   tampón	   fisiológico	   (153).	   En	   su	   lugar	   se	   han	   usado	   el	  tampones	   como	   el	   fosfato	   y	   el	   acetato,	   que	   difieren	   en	   pKa	   con	   respecto	   al	  bicarbonato.	   	   Por	   otro	   lado,	   las	   concentraciones	   que	   se	   usan	   de	   los	   tampones	  fosfato	  y	  acetato	  son	  mucho	  mayores	  que	   las	  que	  se	  encuentran	   fisiológicamente	  de	  bicarbonato.	   	  La	  solución	  tampón	  de	  fosfato	  recomendada	  por	  la	  Ph.Eur.	  es	  de	  50	  mM	  a	  pH	  6,8	  y	  la	  de	  acetato	  con	  pH	  4,5	  es	  de	  36,5	  mM	  (126)	  que	  contrasta	  con	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la	   concentración	   de	   15	   mM	   de	   bicarbonato,	   que	   se	   ha	   encontrado	   como	   valor	  medio	  en	  el	  tracto	  gastrointestinal.	  	  La	  capacidad	  tampón	  depende	  del	  pKa	  y	  de	  la	  concentración	   del	   par	   conjugado,	   como	   es	   de	   esperarse	   según	   lo	   expuesto	  anteriormente,	   las	  soluciones	  comúnmente	  usadas	   in	  vitro	  difieren	  enormemente	  en	  su	  capacidad	  tampón	  del	  bicarbonato	  fisiológico	  (141).	  Ante	   el	   inconveniente	   que	   se	   presenta	   con	   las	   soluciones	   tampón	   de	  bicarbonato,	   de	   no	   poder	   mantener	   el	   pH	   constante,	   Garbacz	   y	   colaboradores	  diseñaron	   un	   equipo	   de	   disolución	   acoplado	   a	   un	   controlador	   automático	   para	  monitorizar	   y	   ajustar	   el	   pH	   de	   medios	   con	   bicarbonato	   al	   que	   denominaron	  pHysio-­‐stat.	   Demostraron	   que	   este	   sistema	   puede	   usar	   mezclas	   de	   gases	   con	  diferentes	   presiones	   parciales	   de	   dióxido	   de	   carbono	   o	   solo	   dióxido	   de	   carbono	  para	  ajustar	  el	  pH	  de	  soluciones	  tampón	  de	  bicarbonato,	  en	  un	  rango	  entre	  5,5	  y	  8,4	   que	   son	   los	   intervalos	   de	   pH	   que	   se	   pueden	   encontrar	   en	   el	   intestino	   en	  condiciones	  pre	  y	  postprandiales	  (152).	  Otro	   enfoque	   para	   el	   diseño	   de	   medios	   que	   simulen	   las	   condiciones	  encontradas	  en	  el	  tracto	  gastrointestinal	  determinadas	  por	  el	  tampón	  bicarbonato,	  es	   el	   propuesto	   por	   Sheng	   y	   colaboradores,	   quienes	   encontraron	   que	   el	   uso	   de	  tampón	  fosfato	  con	  menos	  concentración	  o	  fuerza	  iónica	  pueden	  ser	  sustitutos	  del	  tampón	  bicarbonato	  (141).	   	   	  De	  acuerdo	  con	  esta	  investigación,	  fue	  propuesto	  un	  medio	  tampón	  de	  baja	  concentración	  iónica	  de	  fosfato	  partiendo	  de	  la	  composición	  del	  medio	  SIF	  descrito	  en	   la	  Farmacopea,	  que	   fue	   llamado	  LSIF,	  por	  sus	  siglas	  en	  inglés.	  	  Este	  medio	  fue	  preparado	  usando	  una	  concentración	  de	  10	  mM	  de	  fosfato	  a	  pH	   6,0	   y	   6,8	   para	   evaluar	   los	   ácidos	   débiles	   ibuprofeno	   y	   ketoprofeno	   como	  fármacos	   modelo.	   	   Los	   resultados	   de	   los	   perfiles	   obtenidos	   con	   estos	   medios	  permitieron	  observar	  diferencias	  en	  las	  velocidades	  de	  disolución	  de	  los	  fármacos	  que	   no	   fueron	   posibles	   usando	   medios	   de	   alta	   concentración	   iónica	   de	   fosfato,	  como	  los	  descritos	  en	  las	  farmacopeas	  (154).	  	  
	   d.)	  Consideraciones	  prácticas	  para	  la	  selección	  de	  medios	  	  	   En	   formas	   farmacéuticas	   de	   liberación	   inmediata	   que	   contienen	   fármacos	  altamente	  solubles	  (Clase	  I	  y	  III	  del	  SCB)	  no	  se	  requiere	  del	  diseño	  de	  medios	  muy	  sofisticados.	   	  Los	  medios	  que	  se	  proponen	  en	   las	  guías	  de	  bioexenciones	  pueden	  resultar	  útiles	  y	  predictivos.	  Para	  los	  fármacos	  de	  la	  clase	  II	  del	  SCB,	  en	  los	  que	  la	  velocidad	   de	   disolución	   es	   el	   parámetro	   que	   limita	   su	   absorción,	   se	   requiere	   de	  ensayos	   de	   disolución	   diseñados	   de	   tal	   forma	   que	   permitan	   predecir	   su	  comportamiento	   in	   vivo,	   lo	   que	   generalmente	   se	   consigue	   con	   un	   medio	  biopredictivo	  (128).	  Como	   se	   mencionó	   anteriormente,	   una	   característica	   del	   fármaco	   que	   es	  importante	   evaluar	   es	   su	   naturaleza	   química,	   ya	   que	   el	   tratamiento	   que	   se	   debe	  considerar	   es	   distinto	   si	   el	   compuesto	   es	   neutro,	   ácido	   débil	   o	   base	   débil.	   	   La	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capacidad	   de	   ionización	   de	   ácidos	   y	   bases	   débiles	   hacen	   que	   su	   solubilidad	  dependa	  del	  pH	  del	  medio	  (57).	  Mediante	   estudios	   hechos	   con	   danazol,	   fenitoína	   e	   itraconazol	   como	  fármacos	  modelo	  de	  compuestos	  neutro,	  ácido	  débil	  y	  base	  débil	  respectivamente;	  Klein,	   S.	   concluye	   que	   para	   compuestos	   neutros	   los	  medios	   FaSSIF	   y	   FeSSIF	   son	  herramientas	   útiles	   para	   predecir	   su	   biodisponibilidad.	   	   En	   el	   caso	   de	   ácidos	  débiles,	  a	  pesar	  de	  la	  influencia	  que	  puede	  tener	  el	  pH	  en	  la	  ionización	  del	  fármaco	  y	  en	  consecuencia	  en	  su	  solubilidad,	  resulta	  fundamental	  considerar	  el	  impacto	  de	  los	  componentes	  biliares	  sobre	  la	  solubilidad	  de	  esta	  clase	  de	  fármacos,	  por	  lo	  que	  FaSSIF	   y	   FeSSIF	   son	  medios	   predictivos	  más	   eficaces	   que	   los	   establecidos	   en	   las	  Farmacopeas.	   	   	   Para	   las	   bases	   débiles,	   cuya	   solubilidad	   se	   ve	   favorecida	   a	   nivel	  estomacal,	   el	   SGF	   con	   pH	  modificado	   entre	   1,8	   y	   2,0,	   así	   como	   FaSSIF	   y	   FeSSIF	  pueden	  ser	  usados	  como	  herramientas	  en	  la	  etapa	  de	  desarrollo	  de	  formulaciones	  de	  este	  tipo	  de	  fármacos	  (128).	  Si	   una	   sustancia	   activa	   posee	   una	   ventana	   de	   absorción,	   es	   decir,	   que	   se	  absorbe	  en	  un	  determinado	   tramo	  del	   tracto	  gastrointestinal,	   puede	   resultar	  útil	  investigar	  la	  disolución	  al	  pH	  que	  tiene	  la	  zona	  específica	  de	  absorción.	  	  
C. Correlaciones In vivo-In vitro 	   El	   término	   correlación	   se	   emplea	   para	   referirse	   a	   una	   relación	   que	   existe	  entre	  variables.	   	  Desde	  el	  punto	  de	  vista	  biofarmacéutico	   las	   correlaciones	   están	  referidas	  a	  la	  relación	  entre	  un	  parámetro	  de	  liberación	  in	  vitro	  y	  un	  parámetro	  de	  biodisponibilidad	  in	  vivo	  (155).	  Según	  la	  FDA	  una	  correlación	  in	  vivo-­‐in	  vitro	  es	  un	  modelo	   matemático	   predictivo	   que	   describe	   la	   relación	   entre	   una	   propiedad	   in	  
vitro	   de	   una	   formulación	   y	   una	   respuesta	   relevante	   in	   vivo.	   	   La	   velocidad	   de	  disolución	  del	   fármaco	   es	   la	   propiedad	   in	  vitro	   que	  normalmente	   se	   emplea	   y	   la	  concentración	  plasmática	  o	  la	  cantidad	  de	  fármaco	  que	  se	  absorbe	  es	  la	  respuesta	  
in	  vivo	  (156).	  	  El	  objetivo	  principal	  de	  desarrollar	  y	  validar	  una	  correlación	  in	  vivo-­‐in	  vitro	  es	   establecer	   la	   prueba	   de	   disolución	   como	   sustituto	   de	   estudios	   de	  bioequivalencia	   en	   humanos,	   lo	   que	   puede	   reducir	   el	   número	   de	   este	   tipo	   de	  estudios	  durante	  la	  etapa	  inicial	  de	  desarrollo	  y	  además	  se	  pueden	  permitir	  ciertos	  cambios	  posteriores	  a	  la	  aprobación,	  apoyados	  en	  los	  resultados	  de	  los	  perfiles	  de	  disolución	  (157).	  De	   acuerdo	   a	   la	   capacidad	   para	   reflejar	   los	   la	   totalidad	   de	   la	   curva	  plasmática	  después	  de	  la	  administración	  de	  una	  formulación,	  se	  pueden	  describir	  cuatro	  niveles	  de	  correlación:	  	  
- Nivel	  A:	  Este	  es	  el	  nivel	  más	  alto	  de	  correlación	  y	  representa	  una	  relación	  punto	   a	   punto	   entre	   la	   velocidad	   de	   disolución	   in	   vitro	   y	   la	   velocidad	   de	  absorción	  o	  disolución	  del	  fármaco	  en	  el	  organismo.	  En	  esta	  correlación	  los	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perfiles	   de	   disolución	   in	   vitro	   y	   la	   velocidad	   de	   absorción	   in	   vivo	   son	  directamente	   superponibles	  o	   se	  pueden	  hacer	   superponibles	  mediante	  el	  uso	  de	  una	  constante	  de	  corrección	  (125).	  	  
- Nivel	  B:	  Se	  correlacionan	  momentos	  estadísticos	  como	  el	  tiempo	  medio	  de	  disolución	  in	  vitro	  con	  el	  tiempo	  medio	  de	  residencia	  in	  vivo.	   	  En	  este	  nivel	  se	   utilizan	   todos	   los	   datos	   in	   vivo	   e	   in	   vitro,	   pero	   no	   se	   considera	   una	  correlación	   punto	   a	   punto	   porque	   no	   refleja	   la	   curva	   real	   de	   nivel	  plasmático	  in	  vivo	  (158).	  	  
- Nivel	   C:	   Es	   una	   correlación	   de	   un	   solo	   punto,	   en	   la	   que	   se	   relaciona	   un	  parámetro	  de	  la	  disolución	  con	  un	  parámetro	  farmacocinético	  (159).	  	  	  
- Nivel	   C	  múltiple:	   es	   una	   correlación	  que	   implica	   uno	  o	   varios	  parámetros	  farmacocinéticos	   que	   se	   relacionan	   con	   el	   fármaco	   disuelto	   a	   distintos	  tiempos	   del	   ensayo	   in	   vitro.	   Debe	   basarse	   en,	   al	   menos,	   tres	   tiempos	   del	  ensayo	  de	  disolución	  para	  que	  estén	  representadas	   la	   fase	   inicial,	  media	  y	  final	  del	  perfil	  de	  disolución	  (156).	  	  
D. Fármacos a estudiar 	  
1. Zolpidem	  	   El	   Zolpidem	   es	   una	   imidazopiridina	   cuyo	   nombre	   químico	   es	   2-­‐(4-­‐metilfenil)-­‐N,N-­‐6-­‐trimetil-­‐imidazol[1,2-­‐α]piridin-­‐3-­‐acetamida	   (125)	   y	   su	  estructura	   puede	   observarse	   en	   la	   figura	   1-­‐13.	   	   Es	   un	   agente	   hipnótico	   no	  benzodiazepínico	  (160)	  agonista	  de	  los	  receptores	  benzodiazepínicos	  del	  complejo	  GABAA	   y	   tiene	   selectividad	   por	   los	   subtipos	   del	   receptor	   BZ-­‐1	   (omega-­‐1)	   y	   poca	  afinidad	   por	   los	   otros	   subtipos	   (161,	   162).	   Está	   indicado	   en	   el	   tratamiento	   del	  insomnio	  ya	  que	  se	  comporta	  como	  inductor	  del	  sueño;	  sin	  los	  efectos	  de	  relajante	  muscular	  y	  anticonvulsivante	  de	  las	  benzodiacepinas	  (162).	  	  	  
	  
Figura	  1-­‐13.	  Estructura	  química	  del	  Zolpidem.	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1.1. Propiedades	  fisicoquímicas	  	  El	  Zolpidem	  es	  una	  base	  muy	  débil	  con	  un	  valor	  de	  pKa	  de	  5,65	  y	   logP	  de	  3,02	  (163).	  En	  las	  formas	  farmacéuticas	  sólidas	  orales,	  el	  Zolpidem	  es	  empleado	  en	  forma	  de	  sal	  como	  Zolpidem	  Tartrato.	   	  Esta	  sal	  es	  un	  polvo	  blanco	  a	  blanquecino,	  higroscópico	  (125).	  	  Posee	  un	  peso	  molecular	  de	  764,87	  g/mol,	  punto	  de	  fusión	  de	  196ºC	  y	  una	  solubilidad	  de	  23	  mg/mL	  (164).	  	  	  
1.2. Propiedades	  farmacocinéticas	  	   Dosis	   y	   presentación:	   La	   máxima	   dosis	   recomendada	   es	   de	   10	   mg	   y	   se	  presenta	  como	  comprimidos	  de	  5	  y	  10	  mg.	  Absorción:	  Tras	  la	  administración	  oral,	  la	  biodisponibilidad	  de	  Zolpidem	  es	  alrededor	  del	  70%,	  alcanzando	  el	  máximo	  de	  concentración	  plasmática	  entre	  0,5	  y	  3	  horas	  tras	  la	  ingesta.	  Distribución:	  	  A	  dosis	  terapéuticas,	  la	  farmacocinética	  es	  lineal,	  el	  grado	  de	  unión	  a	  proteínas	  plasmáticas	  es	  de	  alrededor	  del	  92%.	  La	  semivida	  plasmática	  de	  eliminación	   es	   aproximadamente	   2,4	   horas	   (0,7-­‐3,5	   horas).	   El	   volumen	   de	  distribución	  en	  adultos	  es	  de	  0,54	  ±	  0,02	  L/kg.	  Excreción:	   Zolpidem	   se	   excreta	   en	   forma	   de	   metabolitos	   inactivos	  (metabolismo	   hepático),	   principalmente	   en	   orina	   (56%)	   y	   en	   heces	   (37%).	   No	  tiene	   efecto	   inductor	   sobre	   las	   enzimas	   hepáticas.	   En	   sujetos	   ancianos	   el	  aclaramiento	  está	   reducido.	  El	  pico	  de	   concentración	  plasmática	  está	   aumentado	  aproximadamente	   el	   50%	   sin	   una	   prolongación	   significativa	   de	   la	   vida	   media	  (alrededor	  de	  3	  horas).	  El	  volumen	  de	  distribución	  disminuye	  a	  0,34	  ±	  0,05	  L/kg	  en	  los	  muy	  ancianos.	  En	   pacientes	   con	   insuficiencia	   renal,	   tanto	   dializados	   como	  no,	   existe	   una	  moderada	  reducción	  del	  aclaramiento.	  Los	  otros	  parámetros	   farmacocinéticos	  no	  se	  afectan.	  Biodisponibilidad:	   En	   pacientes	   con	   insuficiencia	   hepática,	   la	  biodisponibilidad	  de	  Zolpidem	  está	  aumentada,	  el	  aclaramiento	  está	  reducido	  y	  la	  vida	   media	   de	   eliminación	   prolongada	   (aproximadamente	   10	   horas)(165).	   	   El	  aclaramiento	  en	  voluntarios	  sanos	  es	  de	  276	  +	  16	  mL/min	  y	  de	  3,9	  +	  mL/min/Kg	  (166).	  	  
1.3. Problema	  de	  bioequivalencia	  	  Durante	   el	   presente	   estudio	   se	   compararon	   dos	   formulaciones	   con	   el	  producto	  de	  referencia.	  	  En	  la	  tabla	  1-­‐12	  se	  muestran	  los	  datos	  de	  los	  estudios	  de	  bioequivalencia	  de	  ambas	  formulaciones.	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Parámetro	   Intervalo	  de	  Confianza	  90%	  BE-­‐B	   BE	  Cmáx	   80,29-­‐97,70%	   81,83-­‐101,05%	  AUC0-­‐∞	   85,90-­‐104,71%	   83,55-­‐101,54%	  
Tabla	  1-­‐12.	  	  Análisis	  estadístico	  de	  los	  estudios	  de	  bioequivalencia	  de	  las	  formulaciones	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
estudiadas	  de	  Zolpidem	  comparadas	  con	  la	  referencia.	  	   Como	  se	  puede	  observar	  en	  la	  tabla	  1-­‐12,	  la	  primera	  formulación	  (BE-­‐B)	  no	  incluye	  el	  100%	  en	  el	   intervalo	  de	  confianza	  para	  Cmáx.	   	  Este	  producto	  aunque	  es	  bioequivalente,	  su	   intervalo	  está	  en	   la	  parte	   inferior	  de	   la	  curva,	  por	   lo	  que	  en	  el	  presente	  estudio	  es	  denominado	  bioequivalente	  bajo	  (BE-­‐B)	  y	  la	  otra	  formulación	  demostró	   bioequivalencia	   para	   ambos	   parámetros,	   por	   lo	   que	   fue	   denominado	  como	  bioequivalente	  (BE).	  	  
1.4. Excipientes	  de	  las	  formulaciones	  ensayadas	  	  En	   la	   tabla	  1-­‐13	   se	  pueden	  observar	   los	   excipientes	  presentes	   tanto	   en	   el	  producto	  de	  referencia	  como	  en	  las	  formulaciones	  BE	  y	  BE-­‐B.	  	  	  	   Excipiente	   Referencia	   BE-­‐B	   BE	  	  	  	  	  	  	  Lactosa	   √	   √	   	  Celulosa	  microcristalina	   √	   √	   	  Hipromelosa	   √	   √	   	  Carboximetilalmidón	  de	  sodio	   	   √	   	  Almidón	  glicolato	  de	  sodio	   √	   	   	  Estearato	  de	  magnesio	   √	   √	   √	  Talco	   	   √	   	  PEG400	   √	   	   	  PEG6000	   	   √	   	  TiO2	   √	   √	   	  Cellactose	   	   	   √	  Croscarmelosa	   	   	   √	  Dióxido	  de	  silicona	  coloidal	   	   	   √	  Opaglos	  AG-­‐7350	   	   	   √	  Opadry	  blanco	   	   	   √	  
Tabla	  1-­‐13.	  Excipientes	  de	  las	  distintas	  formulaciones	  estudiadas	  de	  Zolpidem	  (167).	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2. Pravastatina	  	   La	   Pravastatina	   cuya	   nomenclatura	   es	   (3R,5R)-­‐7-­‐[(1S,2S,6S,8S,8aR)-­‐6-­‐hidroxi-­‐2-­‐metil-­‐8-­‐[(2S)-­‐2-­‐metilbutanoil]oxi-­‐1,2,6,7,8,8a-­‐hexahidronaftalen-­‐1-­‐yl]-­‐3,5-­‐ácido	  dihidroxiheptanoico	  (168)	  (figura	  1-­‐14),	  es	  un	  inhibidor	  semisintético	  de	  la	  3-­‐hidroxi-­‐3-­‐metilglutaril	  coenzima	  A	  (HMG-­‐CoA)	  reductasa	  usado	  ampliamente	  para	  el	  tratamiento	  de	  la	  hipercolesterolemia	  (169).	  	  
	  
Figura	  1-­‐14.	  	  Estructura	  química	  de	  Pravastatina.	  	  
2.1. Propiedades	  fisicoquímicas	  	  La	  Pravastatina	  es	  un	  ácido	  débil	  con	  un	  pKa	  de	  4,21	  y	  logP	  de	  1,65	  (168).	  Para	  su	  administración	  oral	  se	  emplea	  bajo	  la	  forma	  de	  sal	  sódica.	  	  La	  Pravastatina	  sódica	  es	  un	  polvo	  higroscópico	  blanco	  a	  blanco	  amarillento.	  Fácilmente	  soluble	  en	  agua	  y	  en	  metanol;	  prácticamente	  insoluble	  en	  acetonitrilo	  y	  cloroformo	  (125).	  	  La	  Pravastatina	  sódica	  posee	  un	  peso	  molecular	  de	  446,52	  g/mol	  y	  un	  punto	  de	  fusión	  de	  138-­‐142	  ºC	  (164).	  	  
2.2. Propiedades	  farmacocinéticas	  	   Dosis	   y	   presentación:	   La	   máxima	   dosis	   recomendada	   es	   de	   40	   mg.	   Se	  presenta	  en	  comprimidos	  de	  10,	  20	  y	  40	  mg.	  Absorción:	   	  Pravastatina	   se	  administra	  por	  vía	  oral	   en	   su	   forma	  activa.	   Se	  absorbe	  rápidamente,	  alcanzando	  los	  niveles	  plasmáticos	  máximos	  después	  de	  1	  -­‐	  1,5	   horas	   de	   su	   administración.	   En	   promedio,	   se	   absorbe	   el	   34%	   de	   la	   dosis	  administrada	  oralmente,	  con	  una	  biodisponibilidad	  absoluta	  del	  17%.	  La	   presencia	   de	   alimentos	   en	   el	   tracto	   gastrointestinal	   produce	   una	  reducción	  de	  la	  biodisponibilidad,	  pero	  el	  efecto	  hipolipemiante	  de	  Pravastatina	  es	  idéntico	  independientemente	  de	  la	  ingesta	  de	  alimentos.	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Después	  de	  su	  absorción,	  el	  66%	  de	  Pravastatina	  experimenta	  un	  efecto	  de	  primer	  paso	  en	  el	  hígado,	  que	  es	  su	  principal	  lugar	  de	  acción	  y	  el	  lugar	  principal	  de	  la	  síntesis	  de	  colesterol	  y	  del	  aclaramiento	  del	  colesterol	  LDL.	  Los	  estudios	  in	  vitro	  han	   demostrado	   que	   Pravastatina	   es	   transportada	   al	   interior	   de	   los	   hepatocitos	  con	   una	   captación	   sustancialmente	   menor	   por	   otras	   células.	   Debido	   a	   su	  importante	   efecto	   de	   primer	   paso	   hepático,	   las	   determinaciones	   plasmáticas	   de	  Pravastatina	  tienen	  sólo	  un	  valor	  limitado	  para	  predecir	  el	  efecto	  hipolipemiante.	  Las	  concentraciones	  plasmáticas	  son	  proporcionales	  a	  las	  dosis	  administradas.	  Distribución:	  	  Aproximadamente	  el	  50%	  de	  la	  Pravastatina	  circulante	  se	  une	  a	   proteínas	   plasmáticas.	   El	   volumen	   de	   distribución	   es	   de	   aproximadamente	   0,5	  L/Kg.	  Una	  pequeña	  cantidad	  de	  Pravastatina	  pasa	  a	  la	  leche	  humana.	  Metabolismo	   y	   eliminación:	   	   Pravastatina	   no	   se	   metaboliza	   de	   manera	  significativa	   por	   el	   sistema	   del	   citocromo	   P450	   y	   no	   parece	   ser	   un	   sustrato	   ni	  inhibidor	   de	   la	   glicoproteína	   P	   pero	   sí	   es	   un	   sustrato	   de	   otras	   proteínas	  transportadoras.	  Después	  de	  la	  administración	  oral,	  el	  20%	  de	  la	  dosis	  inicial	  se	  elimina	  en	  la	  orina	  y	  el	  70%	  en	  las	  heces.	  La	  vida	  media	  de	  eliminación	  plasmática	  (oral)	  es	  de	  1,5	  a	  2	  horas.	  Después	  de	  la	  administración	  intravenosa,	  el	  47%	  de	  la	  dosis	  se	  elimina	  por	  excreción	   renal	   y	   el	   53%	   por	   excreción	   biliar	   y	   biotransformación.	   El	   principal	  producto	  de	  degradación	  de	  Pravastatina	  es	  el	  metabolito	  3-­‐α-­‐hidroxi	   isomérico.	  Este	   metabolito	   tiene	   de	   1/10	   a	   1/40	   de	   la	   actividad	   inhibitoria	   de	   HMG-­‐CoA	  reductasa	  del	  fármaco	  precursor.	  El	   aclaramiento	   sistémico	   de	   Pravastatina	   es	   de	   0,81	   L/h/Kg	   y	   el	   aclaramiento	  renal	  es	  0,38	  L/h/Kg	  indicando	  secreción	  tubular	  (170).	  	  
2.3. Problemas	  de	  bioequivalencia	  	   Durante	   el	   presente	   estudio	   se	   ensayaron	   dos	   formulaciones	   que	   fueron	  comparadas	  con	  el	  producto	  de	  referencia.	  	  En	  la	  tabla	  1-­‐14	  se	  muestran	  los	  datos	  de	  los	  estudios	  de	  bioequivalencia	  de	  ambas	  formulaciones.	  	   Parámetro	   Intervalo	  de	  Confianza	  90%	  BE-­‐A	   BE	  Cmáx	   100,20-­‐126,30%	   94,70-­‐122,90%	  AUC0-­‐∞	   92,50-­‐107,50%	   95,10-­‐115,60%	  
Tabla	  1-­‐14.	  Análisis	  estadístico	  de	  los	  estudios	  de	  bioequivalencia	  de	  las	  formulaciones	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
estudiadas	  de	  Pravastatina	  comparadas	  con	  la	  referencia.	  	   Como	  se	  puede	  observar	  en	  la	  tabla	  anterior,	  la	  primera	  formulación	  (BE-­‐A)	  no	  incluye	  el	  100%	  en	  el	  intervalo	  de	  confianza	  para	  Cmáx.	  	  Este	  producto	  aunque	  es	  bioequivalente,	  su	  intervalo	  está	  en	  la	  parte	  superior	  de	  la	  curva,	  por	  lo	  que	  en	  el	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presente	  estudio	  es	  denominado	  bioequivalente	  alto	  (BE-­‐A)	  y	  la	  otra	  formulación	  demostró	  bioequivalencia	  para	  ambos	  parámetros,	  por	  lo	  que	  fue	  denotado	  como	  bioequivalente	  (BE).	  	  
2.4. Excipientes	  de	  las	  formulaciones	  ensayadas	  	   En	   la	   tabla	  1-­‐15	   se	  pueden	  observar	   los	   excipientes	  presentes	   tanto	   en	   el	  producto	  de	  referencia	  como	  en	  las	  formulaciones	  BE	  y	  BE-­‐B.	  	   Excipiente	   Referencia	   BE-­‐A	   BE	  Croscarmelosa	  sódica	   √	   √	   	  Estearato	  de	  magnesio	   √	   √	   √	  Oxido	  de	  magnesio	  pesado	   √	   	   	  Celulosa	  microcristalina	   √	   √	   √	  Oxido	  de	  hierro	  amarillo	   √	   √	   √	  Sílice	  coloidal	   	   √	   	  Carbonato	  de	  magnesio	  pesado	   	   √	   	  Lactosa	  	   √	   √	   	  Povidona	  K30	   √	   	   √	  Fosfato	  cálcico	  monobásico	  anhidro	   	   	   √	  Almidón	  glicolato	  de	  sodio	   	   	   √	  Trometamol	   	   	   √	  Fosfato	  sódico	  dibásico	  dihidrato	   	   	   √	  
Tabla	  1-­‐15.	  Excipientes	  de	  las	  distintas	  formulaciones	  estudiadas	  de	  Pravastatina	  (167).	  	  
3. Cloperastina	  	   La	   Cloperastina,	   cuyo	   nombre	   químico	   es	   1-­‐[2-­‐[(4-­‐clorofenil)fenilmetoxi]etil]piperidina	  (164)	  (figura	  1-­‐15),	  es	  un	  fármaco	  con	  acción	  antitusiva	  central	  que	  posee	  además	  acción	  antihistamínica	  (171).	  	  
	  
Figura	  1-­‐15.	  Estructura	  química	  de	  la	  Cloperastina.	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3.1. Propiedades	  fisicoquímicas	  	   La	  Cloperastina	  es	  una	  base	  débil	  con	  un	  pKa	  de	  8,82	  y	  logP	  de	  5,11	  (172).	  	  La	  Cloperastina	  puede	  encontrarse	  en	  forma	  de	  sal	  de	  clorhidrato	  o	  de	  fendizoato.	  	  La	  primera	  es	  usada	  en	   la	   formulación	  de	   comprimidos	  y	   la	   sal	  de	   fendizoato	  es	  empleada	  para	  preparar	  formulaciones	  líquidas.	  	  La	  Cloperastina	  fendizoato	  posee	  un	  peso	  molecular	  de	  648,2	  g/mol	  (173).	  	  
3.2. Propiedades	  farmacocinéticas	  	   Dosis	  y	  presentación:	  La	  máxima	  dosis	  recomendada	  es	  de	  10	  mL	  (35,4	  mg	  de	   Cloperastina	   fendizoato)	   y	   la	   presentación	   como	   suspensión	   tiene	   una	  concentración	  de	  3,54	  mg/mL.	  La	   Cloperastina	   administrada	   oralmente	   presenta	   una	   buena	  biodisponibilidad	  ya	  que	  posee	  una	  buena	  absorción	  en	  el	  tracto	  gastrointestinal	  y	  el	  pico	  sérico	  se	  obtiene	  alrededor	  de	  los	  60-­‐90	  minutos.	  La	   Cloperastina	   se	  metaboliza	   y	   se	   elimina	   rápidamente	   en	   la	   orina	   y	   los	  metabolitos	  hepáticos	  se	  eliminan	  en	  24	  horas	  tras	  la	  administración	  (174).	  	  
3.3. Problemas	  de	  bioequivalencia	  	   Parámetro	   Intervalo	  de	  Confianza	  90%	  No	  BE	   BE	  Cmáx	   Datos	  no	  proporcionados	  AUC0-­‐∞	  
Tabla	  1-­‐16.	  Análisis	  estadístico	  de	  los	  estudios	  de	  bioequivalencia	  de	  las	  formulaciones	  estudiadas	  de	  
Cloperastina	  comparadas	  con	  la	  referencia.	  
3.4. Excipientes	  de	  las	  formulaciones	  ensayadas	  	   En	   la	   tabla	   1-­‐17	   se	   pueden	   observar	   los	   excipientes	   presentes	   en	   el	  producto	  de	  referencia	  y	  en	  las	  formulaciones	  BE	  y	  No	  BE.	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Introducción	  
	  59	  
Excipiente	   Referencia	   BE	  y	  No	  BE	  Sacarosa	   √	   	  Celulosa	  microcristalina	   √	   	  Carmelosa	  sódica	   √	   	  Polioxil-­‐40-­‐estearato	   √	   	  Parahidroxibenzoato	  de	  metilo	   √	   √	  Parahidroxibenzoato	  de	  propilo	   √	   √	  Aroma	  de	  plátano	   √	   √	  Sacarina	  sódica	   	   √	  Goma	  xantan	   	   √	  Glicerol	   	   √	  Carbómeros	   	   √	  Estearato	  de	  macrogol	   	   √	  Agua	  purificada	   √	   √	  
Tabla	  1-­‐17.	  Excipientes	  de	  las	  formulaciones	  estudiadas	  de	  Cloperastina	  (167).	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2. Objetivos y 
Planteamiento 
La	   administración	   vía	   oral	   es	   la	   más	   utilizada	   y	   mejor	   aceptada	   por	   la	  comodidad	   que	   supone	   el	   cumplimiento	   posológico	   sobre	   todo	   en	   tratamientos	  prolongados.	  	  La	  absorción	  de	  un	  fármaco	  administrado	  en	  una	  forma	  farmacéutica	  por	   vía	   oral	   depende	   de	   su	   liberación	   desde	   la	   formulación,	   	   disolución	   bajo	  condiciones	  fisiológicas	  y	  permeabilidad	  a	  través	  del	  tracto	  gastrointestinal.	  	  	  	  Los	   principales	   condicionantes	   de	   la	   absorción	   por	   vía	   oral	   son	   la	  permeabilidad,	   solubilidad	  y	  velocidad	  de	  disolución.	   	  El	  Sistema	  de	  Clasificación	  Biofarmacéutico	   propuesto	   por	   Amidon	   y	   colaboradores	   en	   1995	   establece	   la	  clasificación	  de	   fármacos	   de	   acuerdo	   a	   su	   solubilidad	   y	   permeabilidad	   en	   cuatro	  clases:	   I	   de	   alta	   solubilidad	   y	   permeabilidad,	   II	   de	   baja	   solubilidad	   y	   alta	  permeabilidad,	  III	  de	  alta	  solubilidad	  y	  baja	  permeabilidad	  y	  IV	  de	  baja	  solubilidad	  y	  permeabilidad	  (50).	  	  El	  SCB	   tiene	  gran	  utilidad	  en	  el	  descubrimiento	  de	  nuevos	   fármacos,	  en	  el	  desarrollo	  de	  formas	  farmacéuticas	  y	  es	  una	  base	  científica	  en	  materia	  regulatoria	  sobre	   bioequivalencia	   (57).	   	   En	   este	   sentido,	   en	   la	   guía	   de	   bioequivalencia	   de	   la	  EMA	   se	   establece	   que	   para	   fármacos	   de	   las	   clases	   I	   y	   III	   se	   puede	   demostrar	  bioequivalencia	  entre	  formulaciones	  sólidas	  de	  liberación	  inmediata,	  sustituyendo	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los	   datos	   en	   humanos	   por	   estudios	   de	   perfiles	   de	   disolución,	   siempre	   que	   se	  cumplan	  una	  serie	  de	  requisitos.	  	  Este	  procedimiento	  se	  conoce	  a	  nivel	  científico	  y	  regulatorio	  como	  bioexención.	  Los	   ensayos	   de	   disolución	   tiene	   gran	   importancia	   en	   todas	   las	   fases	   de	  desarrollo	   y	   vida	   de	   los	  medicamentos	   destinados	   a	   la	   administración	   oral.	   	   Los	  ensayos	  de	  disolución	  se	  utilizan	  para	  evaluar	   la	  calidad	  lote-­‐lote	  de	  un	  producto	  farmacéutico,	   el	   desarrollo	   de	   nuevas	   formulaciones	   y	   asegurar	   que	   la	   calidad	   y	  desempeño	   del	   producto	   no	   se	   modifican	   después	   de	   ciertos	   cambios	   en	   la	  formulación,	  proceso	  de	  fabricación,	  lugar	  de	  fabricación	  y	  cambios	  de	  escala.	  	  Son	  además	  un	  recurso	  que	  permite	  la	  aprobación	  de	  genéricos	  por	  bioexeción	  que	  es	  un	   mecanismo	   más	   rápido,	   económico	   y	   no	   implica	   las	   limitaciones	   bioéticas	  propias	  de	  los	  estudios	  in	  vivo.	  Considerando	  que	  hasta	  el	  momento	  el	  uso	  de	  bioexenciones	  basadas	  en	  el	  SCB	   para	   los	   fármacos	   de	   las	   clases	   I	   y	   III	   ha	   sido	   un	   éxito,	   Kostewicz	   y	  colaboradores	  opinan	  que	  el	  uso	  de	  los	  ensayos	  de	  disolución	  podría	  ampliarse	  con	  el	   empleo	   de	   medios	   biopredictivos	   siempre	   que	   se	   realicen	   las	   validaciones	  necesarias	  con	  datos	  clínicos	  (123).	  	  	  Los	  excipientes	  usados	  en	  las	  formas	  farmacéuticas	  de	  administración	  oral	  se	  han	  considerado	   inertes,	   sin	  embargo,	  estudios	  recientes	  han	  demostrado	  que	  algunos	  excipientes	  pueden	  afectar	  el	  vaciamiento	  gástrico,	  la	  motilidad	  intestinal,	  la	   integridad	   de	   la	   membrana	   y	   pueden	   afectar	   el	   transporte	   mediado	   por	  transportadores.	  Dada	  la	  importancia	  que	  tiene	  la	  clasificación	  según	  el	  SCB,	  la	  necesidad	  de	  desarrollar	   metodologías	   que	   permitan	   predecir	   el	   comportamiento	   de	  formulaciones	   orales	   en	   humanos	   y	   la	   necesidad	   de	   establecer	   el	   efecto	   de	   los	  excipientes	  sobre	  la	  permeabilidad,	  se	  han	  planteado	  los	  siguientes	  objetivos:	  	  
ü Determinar	   la	   solubilidad	   y	   permeabilidad	   de	   los	   fármacos	   en	   estudio:	  Zolpidem,	  Pravastatina	  y	  Cloperastina.	  	  
ü Determinar	  la	  lipofilia	  de	  los	  fármacos	  estudiados.	  	  
ü Clasificar	  según	  el	  SCB	  los	  fármacos	  Zolpidem,	  Pravastatina	  y	  Cloperastina.	  	  
ü Explorar	   metodologías	   in	   vitro	   de	   disolución	   para	   predecir	   el	  comportamiento	   en	   humanos	   de	   las	   formulaciones	   sólidas	   orales	   de	  liberación	  inmediata	  ensayadas.	  	  
ü Explorar	  metodologías	  in	  situ	  para	  predecir	  el	  comportamiento	  en	  humanos	  de	  las	  formulaciones	  sólidas	  orales	  de	  liberación	  inmediata	  ensayadas.	  	  
ü Evaluar,	  mediante	  métodos	  in	  situ,	  si	  existen	  diferencias	  en	  los	  procesos	  de	  absorción	  del	  fármaco	  en	  las	  distintas	  formulaciones	  estudiadas.	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ü Evaluar	   el	   efecto	   de	   los	   excipientes	   utilizados	   en	   cada	   una	   de	   las	   formas	  farmacéuticas	  de	  uso	  oral	  ensayadas.	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3. Materiales y Métodos 
	  
A. Compuestos y productos ensayados 	  
1. Zolpidem	  hemitartrato	  	  
• Principio	   activo	   (patrón):	   fue	   proporcionado	   por	   un	   Laboratorio	  Farmacéutico.	  
• La	  formulación	  bioequivalente	  baja	  (BE-­‐B)	  y	  la	  bioequivalente	  (BE)	  fueron	  proporcionados	  por	  un	  Laboratorio	  Farmacéutico.	  	  	  
• El	  producto	  de	   referencia	   (Stilnox,	   Sanofi-­‐Aventis,	   S.A.)	   fue	  adquirido	  en	  una	  farmacia	  local.	  Los	   comprimidos	   ensayados	   del	   producto	   de	   referencia	   y	   los	   de	   las	  formulaciones	  BE-­‐B	  y	  BE	  contenían	  10	  mg	  de	  fármaco.	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2. Pravastatina	  sódica	  	  
• Principio	  activo	  (patrón):	  fue	  donado	  por	  un	  Laboratorio	  Farmacéutico.	  
• Las	  formulaciones	  bioequivalente	  alta	  (BE-­‐A)	  y	  bioequivalente	  (BE)	  fueron	  suministradas	  por	  un	  Laboratorio	  Farmacéutico.	  
• El	   producto	   de	   referencia	   (Lipemol,	   Bristol-­‐Myers	   Squibb,	   S.A.)	   fue	  adquirido	  en	  una	  farmacia	  local.	  Los	   comprimidos	  ensayados	  de	   todas	   las	   formulaciones	  estudiadas	   contenían	  40	  mg.	  	  
3. Cloperastina	  fendizoato	  	  
• Principio	  activo	  (patrón):	  fue	  dispensado	  por	  un	  Laboratorio	  Farmacéutico.	  
• El	  producto	  de	  referencia	  (Flutox,	  Zambon)	  fue	  adquirido	  en	  una	  farmacia	  local.	  
• Los	   biolotes	   bioequivalente	   (BE)	   y	   no	   bioequivalente	   (No	   BE)	   fueron	  cedidos	  por	  un	  Laboratorio	  Farmacéutico.	  Las	   suspensiones	   estudiadas	   poseían	   una	   concentración	   de	   3,54	   mg/mL	   de	  Cloperastina	  fendizoato.	  	  
B. Técnicas experimentales 	  
1. Concentración	  de	  saturación	  	   Con	   la	   finalidad	   de	   calcular	   el	   número	   de	   dosis	   (Do)	   se	   determinó	   la	  concentración	  de	  saturación	  a	  37ºC	  de	  cada	   fármaco	  a	   los	  pH	  de	   referencia	   (1,2;	  4,5	  y	  6,8).	  	  
1.1. Soluciones	  de	  trabajo	  	  
- Tampón	  cloruro	  50	  mM	  pH	  1,2	  
- Tampón	  acetato	  36,5	  mM	  pH	  4,5	  
- Tampón	  fosfato	  50	  mM	  pH	  6,8	  Todas	  las	  soluciones	  fueron	  preparadas	  según	  lo	  establecido	  en	  la	  Ph.Eur.	  	  
1.2. Técnica	  experimental	  	   Se	   colocaron	   cantidades	   exactamente	   pesadas	   de	   la	   sustancia	   activa	   en	  tubos	  Pyrex	  de	  12	  mL	  de	  cierre	  hermético	  con	   tapón	  recubierto	  de	   teflón	  y	  se	   le	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agregó	   la	   solución	   tampón	   correspondiente.	   Se	   agita	   durante	   3	   minutos	   en	   un	  vortex	   (Genic	   2	   Scientific	   Industries)	   y	   a	   continuación	   fueron	   introducidos	   en	   el	  agitador	   orbital	   termorregulado	   (Stuart	   orbital	   incubator	   SI50)	   a	   37ºC	  programado	  a	  100	  movimientos	  oscilantes	  por	  minuto.	   	  A	   lo	   largo	  del	  ensayo	  fue	  verificada	  la	  presencia	  de	  sólido	  no	  disuelto	  a	  fin	  de	  garantizar	  que	  la	  solución	  se	  encontraba	   en	   condición	  de	   saturación.	   	   El	   pH	  de	   las	   soluciones	   fue	  medido	  a	   lo	  largo	   del	   ensayo	   (pHmetro	   Crison	   pH-­‐Meter	   Basic	   20+),	   no	   requiriendo	   ningún	  ajuste.	  	  
1.3. Tratamiento	  de	  las	  muestras	  	   Se	  tomaron	  tres	  muestras	  a	  los	  tiempos	  programados	  (1h,	  4h,	  8h	  y	  24h)	  y	  se	  centrifugaron	   a	   5000	   r.p.m.	   durante	   10	  minutos.	   	   Del	   sobrenadante	   se	   tomó	   un	  volumen	  conveniente	  que	   fue	  diluido	  a	   fin	  de	  evitar	   la	  precipitación	  del	   fármaco	  durante	  la	  cuantificación.	  	  La	  dilución	  fue	  realizada	  con	  la	  misma	  solución	  tampón	  donde	  se	  realizó	  el	  ensayo	  de	  solubilidad	  de	  la	  muestra	  correspondiente.	   	  Para	  la	  cuantificación	   de	   cada	  muestra	   se	   utilizó	   el	  método	   de	   cromatografía	   líquida	   de	  alta	   resolución	   (HPLC)	   adecuado	   y	   el	   cálculo	   de	   solubilidad	   fue	   realizado	   por	  interpolación	  en	  la	  curva	  de	  calibrado	  de	  los	  valores	  de	  área	  obtenidos	  para	  cada	  muestra.	  	  
2. Coeficiente	  de	  reparto	  	   Se	   determinó	   el	   coeficiente	   de	   reparto	   en	   n-­‐octanol	   que	   representa	   un	  parámetro	   capaz	   de	   reproducir	   el	   carácter	   lipófilo	   de	   las	  membranas	   biológicas	  absorbentes.	  	  
2.1. Soluciones	  de	  trabajo	  	   Como	   fase	  acuosa	  se	  utilizó	   tampón	   fosfato	  50	  mM	  a	  pH	  6,80	  y	  como	   fase	  orgánica	  se	  utilizó	  n-­‐octanol	  (Sigma-­‐Aldrich).	  La	   fase	   acuosa	   se	   satura	   con	   la	   fase	   orgánica	   y	   viceversa,	   obteniéndose	  tampón	   fosfato	   saturado	   en	   n-­‐octanol	   (fase	   acuosa)	   y	   n-­‐octanol	   saturado	   en	  tampón	  fosfato	  (fase	  orgánica).	  Para	  ello	  se	  mezclan	  volúmenes	  iguales	  de	  ambos	  en	  un	  embudo	  de	  decantación,	   se	  deja	  en	  reposo	  24	  horas	  y	  se	  separan	   las	   fases	  por	  decantación.	  La	   solución	   de	   cada	   compuesto	   se	   realiza	   en	   la	   fase	   acuosa	   ya	   saturada,	  ajustando	  el	  pH	  final	  a	  6,80.	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2.2. Técnica	  experimental	  	   Con	   el	   objeto	   de	   evitar	   una	   dispersión	   excesiva	   de	   los	   valores	  experimentales,	  es	  conveniente	  que	  las	  cantidades	  finales	  de	  soluto	  en	  las	  dos	  fases	  sean	  de	  magnitud	  semejante.	   	  Para	  ello	   se	  acostumbra	  a	  modificar	   la	   relación	  de	  volúmenes	  de	  las	  fases	  que	  se	  mezclan,	  dentro	  de	  márgenes	  razonables,	  en	  función	  del	  coeficiente	  de	  reparto	  que	  se	  vaya	  a	  determinar.	  	  En	  los	  compuestos	  ensayados	  la	  concentración	  de	  preparación	  de	   las	  soluciones	  y	   la	  relación	  de	  volúmenes	  (n-­‐octanol	  y	  solución	  del	  fármaco)	  se	  detalla	  en	  la	  tabla	  3-­‐1.	  	  Fármaco	   Concentración	  de	  la	  solución	  (mg/mL)	   Volumen	  de	  solución	  de	  fármaco	  (mL)	   Volumen	  de	  n-­‐octanol	  (mL)	  Zolpidem	   0,04	   2	   4	  0,09	   2	   4	  Pravastatina	   0,16	   2	   4	  0,45	   2	   4	  Cloperastina	   7,79·10-­‐3	   10	   0,125	  
Tabla	  3-­‐1.	  Concentración	  de	  las	  soluciones	  de	  fármaco	  y	  volúmenes	  de	  ambas	  fases	  usadas	  en	  el	  
coeficiente	  de	  repartos.	  	   Se	   introdujeron	  los	  volúmenes	  señalados	  de	  solución	  de	  fármaco	  y	  de	  fase	  orgánica	  en	  tubos	  Pyrex	  de	  12	  mL	  y	  se	  sometieron	  a	  agitación	  en	  dos	  secuencias.	  	  En	   la	   primera	   se	   sometieron	   a	   agitación	   rápida	   (120	   sacudidas	   por	   minuto)	  durante	   15	   minutos	   y	   en	   la	   segunda	   se	   trasladaron	   a	   un	   agitador	   orbital	  termorregulado	  (Stuart	  orbital	   incubator	  SI50)	  a	  37+0,5	  ºC	  durante	  24	  horas.	   	  Se	  prepararon	  suficientes	  tubos	  a	  fin	  de	  extraer	  muestras	  a	  1,	  2,	  4	  y	  24	  horas	  después	  de	  iniciado	  el	  ensayo.	  Una	   vez	   extraídos	   los	   tubos	   se	   centrifugaron	   a	   4500	   r.p.m.	   durante	   10	  minutos	   para	   separar	   ambas	   fases.	   	   Se	   comprobó	   el	   pH	   de	   la	   fase	   acuosa,	   para	  asegurar	  que	  el	  reparto	  se	  había	  producido	  a	  pH	  6,80.	  Seguidamente,	  se	  tomó	  una	  alícuota	  de	  la	  fase	  acuosa	  que	  fue	  valorada	  mediante	  HPLC.	  	  
2.3. Tratamiento	  matemático	  	   La	  concentración	  de	  compuesto	  se	  calcula	  por	  interpolación	  en	  una	  curva	  de	  calibrado	  preparada	  paralelamente	  al	  ensayo.	  El	  coeficiente	  de	  reparto	  (D)	  se	  calculó	  según	   la	  relación	  de	  concentración	  de	  compuesto	  entre	  la	  fase	  orgánica	  y	  la	  acuosa	  de	  acuerdo	  con	  la	  expresión:	  	   𝐷 = 𝐶𝑜𝐶𝑎 = 𝑄𝑎𝑖 − 𝑄𝑎𝑓𝑉𝑜𝐶𝑎 = 𝑄𝑎𝑖 − 𝐶𝑎 ∙ 𝑉𝑎𝑉𝑜𝐶𝑎 	  
(	  3-­‐1	  )	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en	   la	   que	   Co	   es	   la	   concentración	   de	   compuesto	   en	   la	   fase	   orgánica,	   Ca	   la	  concentración	   de	   compuesto	   en	   la	   fase	   acuosa.	   	   Co	   no	   se	   puede	   calcular	  directamente,	  por	  lo	  que	  se	  obtiene	  por	  diferencia	  entre	  la	  cantidad	  de	  compuesto	  en	   la	   fase	   acuosa	   al	   inicio	   del	   proceso	  Qai	   y	   la	   cantidad	   que	   queda	   al	   final	  Qaf,	  dividida	   por	   el	   volumen	   de	   fase	   orgánica	   utilizada,	   Vo.	   	   La	   concentración	   de	  compuesto	  en	  la	  fase	  acuosa	  (Ca)	  se	  obtiene	  directamente	  mediante	  la	  valoración	  de	   la	  muestra.	   Se	   calculó	   posteriormente	   el	   logaritmo	  decimal	   del	   coeficiente	   de	  partición	  (Log	  D).	  	   	  	  
3. Perfiles	  de	  disolución	  	  
3.1. Aparato	  de	  disolución	  	   El	   equipo	   empleado	   en	   el	   presente	   estudio	   corresponde	   al	   aparato	   II	   de	  disolución	   descrito	   en	   la	   Ph.Eur.,	   marca	   Pharma-­‐Test	   PT-­‐DT70	   acoplado	   a	   un	  sistema	  de	  muestreo	  automático	  constituido	  por	  una	  bomba	  peristáltica	  ISMATEC	  IPC	  y	  un	  colector	  de	   fracciones	  Pharma-­‐Test	  PTFC-­‐2	  que	  permite	  retirar	  de	  cada	  vaso	  de	  disolución	  un	  volumen	  nominal	  de	  5	  mL	  y	  reponer	  dicho	  volumen	  en	  los	  tiempos	  programados	  para	  la	  toma	  de	  muestras.	  	  El	  sistema	  de	  toma	  de	  muestras	  dispone	  de	  un	   filtro	  de	  polietileno	   con	   tamaño	  de	  poro	  10	  µm	  (Pharma-­‐Test)	   en	  cada	  vaso,	  que	  impide	  la	  extracción	  de	  partículas	  no	  disueltas.	  	  
3.2. Condiciones	  de	  los	  perfiles	  de	  disolución	  	   Para	   la	   realización	   de	   los	   perfiles	   se	   emplearon	   900	   mL	   de	   medio	   de	  disolución	  en	  cada	  vaso.	  	  El	  equipo	  fue	  programado	  a	  una	  velocidad	  de	  50	  r.p.m.	  y	  la	  temperatura	  fue	  de	  37ºC.	  	  Los	  tiempos	  de	  toma	  de	  muestra	  para	  los	  perfiles	  de	  Zolpidem	  y	  Pravastatina	  fueron	  de	  5,	  10,	  15,	  20,	  30	  y	  60	  minutos.	  	  En	  los	  perfiles	  de	  Cloperastina	  se	  tomaron	  muestras	  a	  los	  5,	  10,	  15,	  20,	  30,	  45,	  60	  y	  90	  minutos.	  	  
3.3. Técnica	  experimental	  	   Para	  comenzar	  el	  perfil	  se	  debe	  preparar	  el	  medio	  de	  disolución	  tamponado	  a	   ensayar	   y	   medir	   el	   pH	   del	   mismo;	   si	   éste	   requiere	   algún	   tipo	   de	   ajuste	   debe	  hacerse	   antes	   de	   seguir	   con	   el	   protocolo	   de	   trabajo.	   	   Se	   permitió	   un	   error	   en	   el	  valor	  del	  pH	  de	  +	  0,05.	  	  Una	  vez	  ajustado	  el	  pH	  se	  procede	  a	  desgasificar	  el	  medio,	  que	  se	  realiza	  mediante	  filtración	  al	  vacío	  a	  través	  de	  membrana	  filtrante	  Millipore	  tipo	   HNWP	   de	   nylon	   de	   0,45	   µm	   con	   agitación	  magnética	   por	   10	  minutos	   (125,	  135).	   	  El	  medio	  desgasificado	  se	  coloca	  en	  el	  vaso	  de	  disolución	  para	  que	  alcance	  los	  37ºC.	  	  Cuando	  todos	  los	  vasos	  tienen	  la	  temperatura	  adecuada,	  se	  mide	  el	  pH	  en	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cada	   vaso.	   	   Posteriormente,	   se	   coloca	   una	   unidad	   posológica	   en	   cada	   vaso	   de	  disolución	   (procurando	   en	   el	   caso	   de	   los	   comprimidos,	   que	   éstos	   caigan	   en	   el	  centro	   del	   vaso)	   y	   se	   inicia	   el	   perfil	   (tiempo	   cero)	   al	   comenzar	   la	   agitación.	   	   Al	  finalizar	  el	  ensayo	  se	  mide	  nuevamente	  el	  pH	  de	  cada	  vaso.	  Las	  muestras	  obtenidas	  de	  las	  formulaciones	  de	  Zolpidem	  fueron	  valoradas	  directamente	  por	  espectrofotometría	  en	  la	  región	  ultravioleta	  (U.V.).	  	  En	  el	  caso	  de	  los	  productos	  estudiados	  de	  Pravastatina,	  las	  muestras	  se	  diluyeron	  en	  proporción	  1:2	  con	  el	  correspondiente	  medio	  de	  disolución	  y	  posteriormente	  fue	  determinada	  la	  absorbancia	  de	  las	  soluciones	  resultantes	  por	  espectrofotometría.	  La	   valoración	   de	   las	   muestras	   de	   Cloperastina	   se	   realizó	   por	   HPLC	   con	  detección	  U.V.	  .	  La	   cantidad	   disuelta	   a	   cada	   tiempo	   de	   muestreo,	   de	   todos	   los	   fármacos	  estudiados	  fue	  calculada	  por	  interpolación	  en	  una	  curva	  de	  calibrado	  de	  los	  valores	  de	  absorbancia	  o	  de	  área	  obtenidos	  para	  cada	  muestra.	  	  	  	  
3.4. Medios	  de	  disolución	  	   Los	  medios	  de	  disolución	  ensayados	  para	  cada	  compuesto	  se	  muestran	  en	  las	  tablas	  3-­‐2,	  3-­‐3	  y	  3-­‐4.	  	   pH	   Composición	   Concentración	  (mM)	  1,2	   Cloruro	  de	  sodio/ácido	  clorhídrico	   50	  4,5	   Acetato	  de	  sodio/ácido	  acético	   36,5	  6,8	   Fosfato	  diácido	  de	  potasio/ácido	  fosfórico	   50	  2,0	   Cloruro	  de	  sodio/ácido	  clorhídrico	   50	  6,0	   Fosfato	  diácido	  de	  potasio/ácido	  fosfórico	   50	  6,5	   Fosfato	  diácido	  de	  potasio/ácido	  fosfórico	   50	  1,2	   Cloruro	  de	  sodio/ácido	  clorhídrico	   5	  6,0	   Fosfato	  diácido	  de	  potasio/ácido	  fosfórico	   10	  6,5	   Fosfato	  diácido	  de	  potasio/ácido	  fosfórico	   10	  6,8	   Fosfato	  diácido	  de	  potasio/ácido	  fosfórico	   10	  4,5	   Fosfato	  diácido	  de	  potasio/ácido	  fosfórico	   10	  
Tabla	  3-­‐2.	  	  Medios	  ensayados	  en	  los	  perfiles	  de	  disolución	  de	  Zolpidem.	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   pH	   Composición	   Concentración	  (mM)	  1,2	   Cloruro	  de	  sodio/ácido	  clorhídrico	   50	  4,5	   Acetato	  de	  sodio/ácido	  acético	   36,5	  6,8	   Fosfato	  diácido	  de	  potasio/ácido	  fosfórico	   50	  2,0	   Cloruro	  de	  sodio/ácido	  clorhídrico	   50	  6,0	   Fosfato	  diácido	  de	  potasio/ácido	  fosfórico	   50	  6,5	   Fosfato	  diácido	  de	  potasio/ácido	  fosfórico	   50	  1,2	   Cloruro	  de	  sodio/ácido	  clorhídrico	   5	  3,0	   Cloruro	  de	  sodio/ácido	  clorhídrico	   5	  6,0	   Fosfato	  diácido	  de	  potasio/ácido	  fosfórico	   10	  6,5	   Fosfato	  diácido	  de	  potasio/ácido	  fosfórico	   10	  6,8	   Fosfato	  diácido	  de	  potasio/ácido	  fosfórico	   10	  4,5	   Fosfato	  diácido	  de	  potasio/ácido	  fosfórico	   10	  
Tabla	  3-­‐3.	  Medios	  ensayados	  en	  los	  perfiles	  de	  disolución	  de	  Pravastatina.	  	   pH	   Composición	   Concentración	  (mM)	  1,2	   Cloruro	  de	  sodio/ácido	  clorhídrico	   50	  4,5	   Acetato	  de	  sodio/ácido	  acético	   36,5	  6,8	   Fosfato	  diácido	  de	  potasio/ácido	  fosfórico	   50	  
Tabla	  3-­‐4.	  Medios	  ensayados	  en	  los	  perfiles	  de	  disolución	  de	  Cloperastina.	  	  
3.5. Prueba	  de	  comparación	  	   Para	   determinar	   que	   la	   velocidad	   de	   disolución	   del	   fármaco	   desde	   la	  formulación	   test	   es	   similar	   a	   la	   de	   referencia,	   se	   comparan	   los	   perfiles	   de	  disolución	  obtenidos	  mediante	  el	  factor	  de	  similitud.	  El	  factor	  de	  similitud,	  f2,	  es	  un	  parámetro	  matemático	  propuesto	  en	  la	  guía	  de	   la	   EMA	   y	   en	   la	   guía	   de	   la	   FDA.	   	   Es	   un	   parámetro	   independiente	   del	   modelo	  cinético	  de	  la	  disolución	  que	  mide	  la	  similitud	  en	  el	  porcentaje	  de	  disolución	  entre	  las	  dos	  curvas.	  	  La	  expresión	  matemática	  del	  factor	  de	  similitud	  es	  la	  siguiente:	  	   𝑓! = 50 ∙ 𝑙𝑜𝑔 1+ 1𝑛 ⋅ 𝑅! − 𝑇! !!!!!
!!,! ∙ 100 	  
(	  3-­‐2	  )	  donde	  n	  es	  el	  número	  de	  pares	  de	  puntos	  que	  se	  comparan,	  Rt	  es	  el	  porcentaje	  de	  fármaco	   disuelto	   desde	   la	   formulación	   de	   referencia	   a	   cada	   tiempo	   y	   Tt	   es	   el	  porcentaje	  de	  fármaco	  disuelto	  desde	  la	  formulación	  test	  a	  cada	  tiempo.	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Para	   el	   cálculo	  del	   factor	  de	   similitud	   se	  debe	   emplear	  un	  número	  de	  puntos	   tal	  que	   incluya	   sólo	   el	   primer	   valor	  mayor	   del	   85%	  de	   la	   cantidad	  máxima	  disuelta	  para	  cualquiera	  de	  las	  dos	  formulaciones	  (55).	  	  Si	  el	  f2	  es	  mayor	  o	  igual	  a	  50	  indica	  que	  las	  curvas	  son	  similares.	  	  	  Sólo	  en	  los	  casos	  en	  que	  al	  menos	  el	  85%	  del	  fármaco	  se	  disuelve	  en	  15	  minutos,	  se	  acepta	  que	  los	  perfiles	  de	  disolución	  son	  similares	  sin	  necesidad	  de	  hacer	  cálculos	  matemáticos	  (55).	  	  
4. Estudio	  de	  permeabilidad	  in	  vitro	  	   Los	   estudios	   de	   permeabilidad	   in	   vitro	   se	   han	   realizado	   en	   monocapas	  celulares	   de	   carcinoma	   de	   colon,	   CaCo-­‐2.	   Se	   ha	   utilizado	   la	   línea	   celular	   ATCC,	  cedida	  por	  el	  Dr.	  Hu	  de	  Washington	  State	  University	  (EEUU).	  Se	  determinó	  la	  permeabilidad	  apical-­‐basolateral	  de	  Zolpidem	  en	  un	  ámbito	  de	  concentraciones	  de	  entre	  4	  y	  120	  µM;	  de	  Pravastatina	  en	  concentraciones	  que	  abarcan	  entre	  50	  y	  1000	  µM	  y	  de	  Cloperastina	  a	  diferentes	  concentraciones	  entre	  20	  y	  200	  µM.	   	  Se	  realizaron	  estudios	  adicionales	  en	  presencia	  de	  Azida	  sódica	  (1	  mM),	  empleando	  solución	  de	  Zolpidem	  12	  µM,	  Pravastatina	  50	  µM	  y	  Cloperastina	  20	  µM.	  	  	  Con	   la	   finalidad	   de	   observar	   el	   efecto	   de	   los	   excipientes	   sobre	   la	  permeabilidad	   de	   los	   fármacos,	   se	   realizaron	   estudios	   de	   permeabilidad	   apical-­‐basolateral	  preparando	  soluciones	  a	  partir	  de	  las	  formulaciones	  estudiadas	  en	  una	  concentración	   equivalente	   a	   dosis/250mL.	   	   Las	   concentraciones	   así	   obtenidas	  fueron	   de	   52	   µM	   para	   Zolpidem,	   358	   µM	   para	   Pravastatina	   y	   15	   µM	   para	  Cloperastina.	   	   Posteriormente,	   se	   estudió	   la	   permeabilidad	   del	   principio	   activo	  (API,	  por	  sus	  siglas	  en	  inglés)	  en	  presencia	  de	  los	  excipientes	  por	  separado.	   	  Para	  determinar	   el	   efecto	   de	   cada	   excipiente	   sobre	   la	   difusión	   pasiva	   se	   prepararon	  soluciones	  que	  contenían	  el	  excipiente	  a	  estudiar	  y	  Metoprolol	  100	  µM.	  	   Los	  requisitos	  básicos	  para	  el	  mantenimiento	  de	  esta	  línea	  celular	  son:	  
§ Estufa	  de	  incubación	  a	  una	  temperatura	  de	  37ºC,	  5%	  de	  dióxido	  de	  carbono	  (CO2)	  y	  90%	  de	  humedad	  relativa	  para	  mantener	  los	  frascos	  de	  cultivo	  con	  células	  en	  crecimiento.	  
§ Cámara	  de	  flujo	  laminar	  vertical	  para	  trabajar	  con	  las	  células	  minimizando	  el	  riesgo	  de	  contaminación	  del	  cultivo.	  
§ Bomba	  de	  vacío	  para	  aspirar	  el	  medio	  de	  cultivo	  y	  otras	  soluciones	  que	  se	  desee	  retirar	  del	  frasco	  de	  cultivo.	  
§ Centrífuga,	  preferiblemente	  con	  termorregulación.	  
§ Microscopio	  para	  examinar	  las	  membranas	  celulares	  y	  contar	  células.	  
§ Baño	  de	  agua	  con	  agentes	  inhibidores	  del	  crecimiento	  bacteriano	  y	  fúngico,	  a	  37ºC,	  para	  calentar	  las	  soluciones	  a	  utilizar.	  
§ Pipeteador	  automático	  y	  pipetas	  estériles	  de	  diferentes	  volúmenes.	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Los	   protocolos	   utilizados	   fueron	   previamente	   validados	   por	   el	   grupo	   de	  investigación	  y	  se	  describen	  en	  los	  siguientes	  epígrafes.	  	  
4.1. Soluciones	  de	  trabajo	  	  
a.)	  Medios	  de	  cultivo	  	   El	   medio	   de	   cultivo	   se	   prepara	   a	   partir	   de	   diferentes	   soluciones	   de	  nutrientes.	  Tiene	  que	  ser	  estéril	  para	  evitar	  contaminaciones	  de	  las	  células,	  se	  ha	  de	  mantener	  a	  una	  temperatura	  de	  entre	  2	  y	  8°C,	  y	  en	  estas	  condiciones	  su	  periodo	  de	  validez	  es	  de	  aproximadamente	  2	  meses.	  La	   composición	   del	   medio	   de	   cultivo	   de	   la	   línea	   celular	   CaCo-­‐2	   es	   la	  siguiente:	  Hepes	  …………………...…………….……………………...........................5	  mL	  Penicilina	  G	  (104	  uds/ml)-­‐Estreptomicina	  (104	  µg/ml)......5	  mL	  Suero	  bovino	  fetal..............................................................................50	  mL	  DMEM	  Glutamax……………….……………………..........................450	  mL	  	  
b.)	  Soluciones	  para	  el	  pase	  	  PBS-­‐EDTA:	   Mezcla	   de	   solución	   salina	   tamponada	   con	   fosfatos	   Dulbecco	   y	   EDTA	  disódico.	  Se	  comercializa	  en	  solución	  estéril	  a	  pH	  7.4	  por	  Gibco®	  y	  se	  utiliza	  para	  el	  lavado	  de	  la	  monocapa	  y	  la	  eliminación	  de	  los	  residuos	  de	  suero.	  	  Tripsina-­‐EDTA:	   Está	   compuesta	   por	   0,5%	   de	   tripsina	   y	   0,2%	   de	   EDTA-­‐disódico	  exenta	   de	   Ca+2	   y	   Mg+2.	   Se	   comercializa	   en	   solución	   estéril	   por	   Gibco®.	   Esta	  solución	  se	  	  diluye	  1/5	  en	  PBS-­‐EDTA	  estéril.	  Se	  utiliza	  para	  separar	  las	  células	  de	  los	  frascos	  en	  el	  proceso	  de	  pase	  de	  uno	  a	  otro.	  	  
c.)	  Soluciones	  para	  el	  experimento	  	  Solución	  tamponada	  (HBSS):	  Antes	  de	  realizar	  el	  experimento,	  se	  lava	  la	  monocapa	  con	  una	  solución	  de	  sales	  comercializada,	  Hank’s	  Balanced	  Salt	  Solution	  (HBSS),	  a	  la	  que	  se	  añade	  5	  mL	  de	  una	  solución	  tamponada	  de	  HEPES	  1M	  estéril	  en	  500	  mL	  de	  HBSS.	  	  Soluciones	  de	  los	  compuestos	  a	  ensayar:	  
• Soluciones	  de	  fármaco:	  Zolpidem:	   se	   disuelve	   Zolpidem	   en	   DMSO	   (<1%	   del	   volumen	   final)	   y	  posteriormente	   se	   ajusta	  hasta	   el	   volumen	   final	   con	  HBSS	   adicionado	   con	  HEPES.	   	  Las	   concentraciones	  estudiadas	  de	  Zolpidem	  son:	  120,	  40,	  12	  y	  4	  µM.	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Pravastatina:	   	   se	   disuelve	   directamente	   Pravastatina	   en	   HBSS	   adicionado	  con	  HEPES.	  	  Las	  concentraciones	  estudiadas	  son:	  1000,	  500,	  100	  y	  50	  µM.	  Cloperastina:	   	   se	   disuelve	   directamente	   Cloperastina	   en	   HBSS	   adicionado	  con	  HEPES.	  	  Las	  concentraciones	  estudiadas	  son:	  200,	  100,	  50	  y	  20	  µM.	  	  
• Soluciones	  en	  presencia	  de	  inhibidor:	  Zolpidem:	  La	  concentración	  de	  Zolpidem	  en	  esta	  solución	  es	  12	  µM	  y	  la	  de	  Azida	  sódica	  es	  de	  1	  mM.	  	  Pravastatina:	  	  Pravastatina	  y	  Azida	  sódica	  en	  HBSS	  a	  concentraciones	  de	  50	  µM	  y	  1	  mM,	  respectivamente.	  Cloperastina:	   	  La	  concentración	  de	  Cloperastina	  es	  de	  20	  µM	  y	   la	  de	  Ázida	  sódica	  es	  de	  1	  mM.	  	  
• Soluciones	  de	  productos:	  Zolpidem:	  	  se	  pesó	  la	  cantidad	  de	  polvo	  de	  comprimidos,	  de	  cada	  uno	  de	  los	  productos	  estudiados,	  equivalente	  a	  un	  comprimido	  (10	  mg	  de	  Zolpidem),	  previamente	  pulverizado	  y	  se	  dispersó	  en	  HBSS	  adicionado	  con	  HEPES.	  	  Las	  dispersiones	   resultantes	   fueron	   colocadas	   en	   ultrasonidos	   durante	   10	  minutos,	  se	  filtraron	  a	  través	  de	  filtros	  de	  acetato	  de	  celulosa	  de	  tamaño	  de	  poro	   de	   0,45	   µm	   y	   la	   concentración	   final	   fue	   de	   52	   µM.	   	   Se	   preparó	   una	  solución	  del	  fármaco	  a	  la	  misma	  concentración	  y	  en	  las	  mismas	  condiciones	  por	  pesada	  directa	  de	   la	  sustancia	  activa	  y	  disolución	  en	  HBSS	  adicionado	  con	  HEPES.	  	  	  Pravastatina:	   se	   prepararon	   soluciones	   del	   Pravastatina	   358	   µM	   con	   el	  mismo	  procedimiento	  descrito	  para	  el	  compuesto	  anterior.	  Cloperastina:	   	  se	  diluyó	  una	  cantidad	  de	  suspensión	  equivalente	  a	  17,7	  mg	  de	   Cloperastina	   con	   HBSS	   adicionado	   con	   HEPES,	   de	   cada	   uno	   de	   los	  productos	   estudiados.	   	   La	   dispersiones	   resultantes,	   de	   concentración	   14	  µM,	  fueron	  colocadas	  en	  ultrasonidos	  durante	  10	  minutos	  y	  posteriormente	  filtradas	  a	  través	  de	  filtros	  de	  acetato	  de	  celulosa	  de	  tamaño	  de	  poro	  de	  0,45	  µm.	   	   Se	   preparó	   una	   solución	   de	   la	   sustancia	   activa	   bajo	   las	   mismas	  condiciones	   de	   los	   productos.	   	   La	   concentración	   de	   la	   solución	   resultante	  fue	  de	  14	  µM.	  	  
• Soluciones	  con	  excipientes:	  En	   la	   tabla	   3-­‐5	   se	   muestran	   los	   diferentes	   excipientes	   que	   fueron	  combinados	   con	   Pravastatina	   y	   Metoprolol	   para	   realizar	   el	   ensayo	   en	   el	  sentido	  apical-­‐basolateral.	  	  La	  concentración	  de	  Pravastatina	  fue	  de	  358	  µM	  y	  la	  de	  Metoprolol	  fue	  100	  µM.	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Excipiente	   Concentración	  (mg/L)	  Estearato	  de	  magnesio	   8	  Estearato	  de	  magnesio	   12	  Estearato	  de	  magnesio	   16	  Celulosa	  microcristalina	   15	  Celulosa	  microcristalina	   250	  Celulosa	  microcristalina	   550	  Sílice	  coloidal	   8	  Croscarmelosa	  sódica	   60	  Lactosa	  anhidra	   1000	  Oxido	  de	  magnesio	   50	  Carbonato	  de	  magnesio	   120	  
Tabla	  3-­‐5.	  Concentraciones	  de	  cada	  excipiente	  estudiado	  con	  Pravastatina	  358	  µM	  y	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Metoprolol	  100	  µM.	  	  En	   la	   tabla	   3-­‐6	   se	   señalan	   los	   diferentes	   excipientes	   con	   sus	   respectivas	  cantidades,	   que	   fueron	   combinados	   con	   Zolpidem	   y	   Metoprolol	   para	  realizar	   el	   ensayo	   en	   el	   sentido	   apical-­‐basolateral.	   	   La	   concentración	   de	  Zolpidem	  fue	  de	  52	  µM	  y	  la	  de	  Metoprolol	  fue	  100	  µM.	  	  	   	   Excipiente	   Concentración	  (mg/L)	  Dióxido	  de	  titanio	   5	  Dióxido	  de	  titanio	   9	  Polietilenglicol	  400	  (PEG	  400)	   1,5	  Polietilenglicol	  6000	  (PEG	  6000)	   1	  Talco	   6	  
Tabla	  3-­‐6.	  Concentraciones	  de	  cada	  excipiente	  estudiado	  en	  solución	  con	  Zolpidem	  52	  µM	  y	  	  	  	  
Metoprolol	  100	  µM.	  	  
4.2. Técnica	  experimental	  	  
a)	  Congelación	  	   Las	  células	  se	  pueden	  conservar	  indefinidamente	  sumergidas	  en	  nitrógeno	  líquido,	   pero	   la	   conservación	   a	   tan	   baja	   temperatura	   requiere	   un	   tratamiento	  previo	  de	  las	  células,	  puesto	  que	  un	  descenso	  demasiado	  rápido	  de	  la	  temperatura	  y	  la	  formación	  de	  cristales	  de	  gran	  tamaño	  pueden	  provocar	  daños	  irreversibles	  en	  las	  membranas	  celulares.	  	  	   Para	   evitar	   la	   formación	   de	   cristales	   de	   gran	   tamaño,	   se	   suspenden	   las	  células	  en	  medio	  de	  cultivo	  con	  alto	  contenido	  en	  proteínas,	  compuesta	  por	  suero	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bovino	  fetal	  y	  DMSO	  (1:10).	  El	  DMSO	  disminuye	  la	  fragilidad	  de	  la	  membrana,	  pero	  debido	  a	  su	   toxicidad	  celular,	  el	  proceso	  de	  congelación	  requiere	  realizarse	  en	  el	  menor	  tiempo	  posible.	  Para	   que	   se	   realice	   un	  descenso	   controlado	  de	   la	   temperatura,	   se	   utilizan	  unos	  dispositivos	  de	  criopreservación	  que	  contienen	  una	  solución	  de	  isopropanol,	  en	  los	  cuales	  la	  temperatura	  desciende	  1°C/min	  hasta	  los	  -­‐80°C.	  El	  proceso	  de	   congelación	   comienza	   con	   la	   separación	  de	   las	   células	  de	   la	  pared	  del	   frasco	  de	   cultivo	   en	   el	   que	   se	   están	  manteniendo.	  Una	  vez	  obtenida	   la	  suspensión	   de	   células,	   se	   centrifuga	   durante	   3	   min	   a	   1500	   rpm.	   Se	   aspira	   el	  sobrenadante	   y	   se	   resuspenden	   las	   células	   en	   5	  ml	   de	  medio	   de	   cultivo	   rico	   en	  proteínas	  y	  con	  DMSO	  al	  10%.	  Rápidamente,	  se	  introduce	  1	  ml	  de	  esta	  solución	  en	  cada	  criovial	  y	  se	  introduce	  en	  el	  dispositivo	  de	  criopreservación.	  Éste	  se	  almacena	  durante	   24	   horas	   en	   un	   congelador	   a	   -­‐20°C,	   posteriormente	   se	   traslada	   a	   un	  congelador	  a	  -­‐80°C	  durante	  48	  horas	  y	  	  finalmente	  se	  introducen	  los	  crioviales	  en	  el	  tanque	  de	  nitrógeno	  líquido.	  	  
b)	  Descongelación	  	   El	   proceso	  de	  descongelación	  debe	   realizarse	   rápidamente	  puesto	   que	   las	  células	  están	  congeladas	  en	  una	  solución	  de	  DMSO	  al	  10%	  que	  es	   tóxica	  para	   las	  células	   a	   temperatura	   ambiente.	   Se	   saca	   el	   criovial	   del	   tanque	  de	   nitrógeno	   y	   se	  introduce	   en	   un	   baño	   termostático	   a	   37°C.	   Una	   vez	   se	   ha	   descongelado	   la	  suspensión	  de	  células	   se	  pipetea	  su	  contenido	  y	   se	   introduce	   rápidamente	  en	  un	  tubo	  de	  plástico	  estéril	  con	  medio	  de	  cultivo	  atemperado,	  con	  el	  fin	  de	  disminuir	  la	  concentración	  de	  DMSO.	  Este	  tubo	  se	  centrifuga	  durante	  3	  minutos	  a	  1500	  rpm,	  se	  aspira	  el	  sobrenadante	  y	  se	  añade	  medio	  de	  cultivo.	  Se	  resuspenden	  las	  células	  en	  5	  ml	  de	  medio	  de	  cultivo	  y	  se	  introduce	  esta	  suspensión	  de	  células	  en	  un	  frasco	  de	  cultivo	  de	  25	  cm2	  de	  superficie	  y	  se	  almacenan	  en	  la	  estufa	  de	  incubación.	  A	  las	  24	  horas	   se	   cambia	   el	   medio	   de	   cultivo	   del	   frasco	   y	   se	   sigue	   el	   protocolo	   de	  crecimiento	  de	  las	  células	  en	  los	  frascos	  de	  cultivo.	  	  
c)	  Crecimiento	  en	  frascos	  de	  cultivo	  Las	   células	   se	  mantienen	  en	  crecimiento	  en	   frascos	  de	   cultivo	  estériles	  de	  manera	  que	  se	  forma	  en	  la	  base	  una	  monocapa	  de	  células	  adheridas	  a	  la	  pared	  del	  frasco.	  	  	   Los	  dos	  aspectos	  relevantes	  del	  crecimiento	  en	  frascos	  son:	  	  Cambio	  frecuente	  de	  medio	  de	  cultivo:	  se	  reponen	  los	  nutrientes	  necesarios	  para	  un	   correcto	   crecimiento	   a	   la	   vez	   que	   se	   eliminan	   los	   productos	   procedentes	   del	  metabolismo	  celular,	  que	  pueden	  alterar	  el	  pH	  del	  medio.	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Cambio	   frecuente	  de	   frasco	  de	  cultivo:	   se	  controla	   la	  densidad	  de	  crecimiento	  ya	  que	  las	  células	  deben	  tener	  espacio	  suficiente	  para	  crecer	  en	  forma	  de	  monocapa.	  	   Los	   frascos	  de	  cultivo	  se	  extraen	  de	   la	  estufa	  de	   incubación,	   se	  pulverizan	  con	  alcohol	  al	  70%	  y	  se	  introducen	  en	  la	  cámara	  de	  flujo	  laminar.	  Las	  botellas	  de	  todas	   las	   soluciones	   estériles,	   incluyendo	  el	   frasco	  de	   cultivo,	   deben	  permanecer	  abiertas	   el	   menor	   tiempo	   posible	   para	   evitar	   contaminaciones,	   de	  modo	   que	   se	  abren	  y	  se	  cierran	  cada	  vez	  que	  se	  necesite.	  	  Los	   frascos	   de	   cultivo	   utilizados	   son	   de	   una	   superficie	   de	   25	   cm2	   en	   la	  descongelación	   y	   posteriormente	   de	   75	   cm2	   para	   el	   mantenimiento	   de	   la	   línea	  celular.	   Para	   un	   crecimiento	   adecuado,	   se	   requiere	   que	   la	   cantidad	   de	  medio	   de	  cultivo	  sea	  de	  5	  mL	  y	  de	  12	  mL	  respectivamente.	  Además,	  estos	  frascos	  poseen	  en	  el	  tapón	  unos	  orificios	  de	  ventilación	  con	  un	  filtro,	  de	  modo	  que	  las	  células	  están	  en	  contacto	   con	   el	   aire	   enriquecido	   en	   CO2	   de	   la	   estufa	   incubadora	   sin	   riesgo	   de	  contaminación.	  	  
d)	  Cambio	  a	  un	  nuevo	  frasco	  de	  cultivo	  	   Cuando	   la	   monocapa	   celular	   ha	   alcanzado	   la	   confluencia	   en	   el	   frasco	   de	  cultivo,	   se	  deben	  cambiar	   las	   células	  de	   frasco.	  La	  obtención	  de	   la	   confluencia	   se	  confirma	  mediante	  inspección	  visual	  de	  la	  monocapa	  en	  el	  microscopio.	  Para	   realizar	   el	   cambio,	   en	   primer	   lugar,	   se	   debe	   tener	   preparadas	   y	  atemperadas	   las	   soluciones	   de	   trabajo	   necesarias:	   PBS-­‐EDTA,	   Tripsina-­‐EDTA	  diluida	  y	  medio	  de	  cultivo.	  Se	   toma	   el	   frasco	   de	   cultivo	   de	   la	   estufa	   incubadora	   y	   se	   introduce	   en	   la	  campana	  de	  flujo	  laminar.	  Una	  vez	  dentro,	  se	  abre	  el	  tapón	  y	  se	  retira	  el	  medio	  de	  cultivo.	   Posteriormente	   se	   procede	   al	   lavado	   de	   la	   monocapa	   añadiendo	   0,2	  mL/cm2	  de	  PBS-­‐EDTA,	  con	  el	  fin	  de	  eliminar	  restos	  de	  suero	  que	  podrían	  disminuir	  la	   eficacia	   de	   la	   tripsina.	   Se	   cierra	   el	   tapón	   y	   se	   introduce	   el	   frasco	   en	   la	   estufa	  incubadora	  durante	  10	  min.	  Pasado	  este	  tiempo,	  se	  saca	  de	  la	  estufa	  y	  se	  introduce	  de	  nuevo	  en	  la	  campana	  de	  flujo	  laminar.	  El	   siguiente	   paso	   consiste	   en	   la	   separación	   de	   las	   células	   de	   la	   pared	   del	  frasco.	  Para	  ello,	  se	  abre	  el	  tapón,	  se	  retira	  el	  PBS-­‐EDTA	  del	  lavado	  y	  se	  añade	  0,03	  mL/cm2	   de	   tripsina-­‐EDTA	   diluida.	   Se	   cierra	   el	   tapón	   y	   se	   introduce	   en	   la	   estufa	  incubadora	  hasta	  que	  las	  células	  se	  separen	  de	  la	  pared	  del	  frasco	  por	  agitación	  del	  mismo	  (aproximadamente	  10	  min).	  Se	   introduce	  el	   frasco	  en	   la	  campana	  de	   flujo	  laminar,	   se	   abre	   el	   tapón	   y	   se	   añade	   0,1-­‐0,2	   mL/cm2	   de	   medio	   de	   cultivo,	  consiguiendo	   que	   la	   tripsina	   se	   inactive	   parcial	   o	   totalmente	   gracias	   tanto	   a	   la	  dilución	  como	  a	  la	  presencia	  de	  suero	  bovino	  fetal	  en	  el	  medio	  de	  cultivo.	  Por	   último,	   se	   agita	   la	   suspensión	   de	   células	   obtenida	   al	   añadir	   el	  medio,	  aspirándola	  repetidamente	  con	  la	  ayuda	  de	  un	  pipeteador	  automático	  y	  una	  pipeta	  estéril.	   Una	   vez	   la	   suspensión	   ha	   sido	   agitada,	   se	   toma	   una	   alícuota	   que	   se	  introduce	   en	  un	  nuevo	   frasco	   en	   el	   que	  previamente	   se	   había	   añadido	  medio	  de	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cultivo,	   de	   forma	   que	   se	   consiga	   la	   dilución	   adecuada	   para	   un	   correcto	  mantenimiento	  de	  la	  línea	  celular.	  Esta	  alícuota	  depende	  del	  tamaño	  del	  frasco	  de	  cultivo	   y	   de	   la	   velocidad	   de	   crecimiento	   celular	   de	   la	   línea	   utilizada.	   En	   la	   línea	  celular	  Caco-­‐2	  se	  utilizan	  alícuotas	  de	  2	  mL	  de	  suspensión	  de	  células	  en	  10	  mL	  de	  medio,	  consiguiéndose	  una	  dilución	  1:5	  que	  permite	  el	  cambio	  de	  frasco	  cada	  3-­‐4	  días.	  	  	   El	   nuevo	   frasco	   de	   cultivo	   se	   cierra,	   se	   identifica	   adecuadamente	   y	   se	  introduce	  de	  nuevo	  en	  la	  estufa	  incubadora.	  Al	  día	  siguiente	  del	  cambio	  de	  frasco	  se	  debe	  proceder	  al	  cambio	  de	  medio	  de	  cultivo	  con	  el	   fin	  de	  eliminar	   las	  células	  que	  hayan	  muerto	  en	  el	  procedimiento.	  Es	  necesario	  el	  transcurso	  de	  4	  ó	  5	  horas	  para	  que	  las	  células	  estén	  perfectamente	  adheridas	  a	  la	  pared	  del	  frasco.	  	  
e)	  Sembrado	  celular	  	   Los	   experimentos	   de	   permeabilidad	   se	   llevan	   a	   cabo	   en	   monocapas	  celulares	   que	   han	   crecido	   sobre	   una	  membrana	   de	   policarbonato,	   de	   0,4	   µm	   de	  tamaño	  de	  poro,	  y	  con	  una	  superficie	  de	  4,2	  cm2.	  Estas	  membranas	   están	   formando	   la	   base	   de	   un	   receptáculo	   denominado	  inserto,	   	   que	   se	   sitúa	   en	   el	   interior	   de	   las	   hendiduras	   (pocillos)	   de	   una	   placa	   de	  plástico.	   Cuando	   se	   sitúa	   los	   insertos	   en	   los	   pocillos	   de	   la	   placa	   se	   forman	   dos	  cámaras	   separadas	   de	   diferente	   volumen,	   llamadas	   cámara	   apical	   (dentro	   del	  inserto)	  y	  basal	  (entre	  el	  inserto	  y	  el	  pocillo).	  En	  primer	  lugar,	  se	  introduce	  en	  la	  campana	  de	  flujo	  laminar	  las	  placas	  y	  los	  insertos,	  dentro	  de	  su	  envase	  estéril,	  y	  se	  procede	  al	  montaje	  de	  la	  placa.	  Una	  vez	  preparadas,	  se	  dejan	  dentro	  de	  la	  campana	  de	  flujo	  laminar	  a	  la	  espera	  de	  sembrar	  las	  células.	  Se	  toma	  el	  frasco	  de	  cultivo	  de	  la	  estufa	  de	  incubación	  y	  se	  introduce	  en	  la	  campana	   de	   flujo	   laminar.	   Se	   realiza	   el	   mismo	   proceso	   que	   para	   el	   cambio	   de	  frasco	  hasta	  la	  obtención	  de	  la	  suspensión	  celular.	  Una	  vez	  obtenida	  la	  suspensión,	  se	   toma	   todo	   el	   volumen	   del	   frasco	   de	   cultivo	   y	   se	   introduce	   en	   un	   tubo	   de	  centrífuga	   que	   se	   cierra	   adecuadamente	   y	   se	   centrifuga	   a	   1500	   r.p.m.	   durante	   3	  min.	  Una	  vez	  centrifugado,	  se	   introduce	  en	  la	  campana	  de	  flujo	   laminar	  y	  se	  abre	  para	  retirar	  el	  sobrenadante.	  En	  el	  fondo	  del	  tubo	  queda	  un	  sedimento	  de	  células,	  que	  se	  resuspende	  en	  medio	  de	  cultivo,	  manteniendo	   la	  misma	  dilución.	  Se	  cierra	  el	   tubo	  y	  se	  repite	  el	  procedimiento	  de	  centrifugación	  y	  resuspensión.	  Una	  vez	  obtenida	  una	  suspensión	  de	  células	  homogénea,	  se	  toma	  una	  gota	  por	  capilaridad	  con	  la	  ayuda	  de	  una	  pipeta	  Pasteur	  y	  se	  introduce	  en	  el	  hemocitómetro	  y	  se	  observa	  al	  microscopio	  para	  hacer	  el	  recuento	  (figura	  3-­‐1).	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Figura	  3-­‐1.	  Imagen	  de	  un	  hemocitometro	  y	  su	  vista	  al	  microscopio	  para	  proceder	  al	  recuento	  de	  
células.	  	   El	   hemocitómetro	   está	   dividido	   en	   cuadrantes,	   de	   modo	   que	   en	   cada	  cuadrante	  hay	  0,1	  µl	  de	  suspensión	  de	  células.	  Se	  cuentan	   las	  células	  que	  hay	  en	  tres	  de	  los	  cuadrantes,	  para	  tener	  la	  medida	  del	  número	  de	  células	  por	  triplicado,	  teniendo	  en	  cuenta	  que	  sólo	  se	  cuentan	  las	  células	  que	  estén	  totalmente	  dentro	  del	  cuadrante	   y	   las	   que	   estén	   en	   contacto	   con	   dos	   de	   los	   cuatro	   márgenes	   del	  cuadrante.	  Una	  vez	  se	  han	  contado	  las	  células,	  se	  calcula	  el	  volumen	  de	  la	  alícuota	  que	  hay	  que	  tomar	  para	  preparar	  la	  suspensión	  definitiva	  para	  la	  siembra,	  teniendo	  en	  cuenta:	  1. La	  concentración	  final	  de	  la	  suspensión	  es	  de	  250	  células/µL	  en	  las	  células	  Caco-­‐2.	  2. El	  volumen	  final	  de	  suspensión	  que	  necesario	  para	  sembrar	  todas	  las	  placas	  previstas:	  en	  placas	  de	  6	  pocillos	  con	  una	  superficie	  de	  4,2	  cm2/inserto,	  se	  necesitan	  2	  mL/inserto,	  es	  decir	  12	  mL/placa,	  de	  modo	  que	  se	  preparan	  15	  mL.	  Se	  añade	  en	  un	  tubo	  estéril	  el	  volumen	  de	  medio	  de	  cultivo	  y	  de	  suspensión	  celular	  necesario	  para	  obtener	  la	  concentración	  deseada.	  Finalmente,	   se	   toman	   las	   placas	   previamente	   preparadas	   en	   la	   cámara	   de	  flujo	   laminar	  y	  se	  añade	  3	  mL	  de	  medio	  de	  cultivo	  en	   la	  cámara	  basal	  y	  2	  mL	  de	  suspensión	  celular	  en	  la	  cámara	  apical.	  La	  suspensión	  celular	  debe	  depositarse	  en	  el	  interior	  del	  inserto	  dejando	  caer	  las	  gotas	  de	  una	  en	  una	  en	  el	  centro,	  sin	  tocar	  las	  paredes	  del	  inserto.	  Una	  vez	  sembradas	  las	  placas,	  se	  dejan	  reposar	  10	  min	  en	  la	  cámara	  de	  flujo	  laminar	   para	   que	   las	   células	   se	   asienten	   y	   posteriormente	   se	   introducen	   en	   la	  estufa	  incubadora.	  Estas	  placas	  no	  tienen	  un	  cierre	  hermético,	  de	  forma	  que	  no	  se	  
1	  mm	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pueden	   rociar	   con	   alcohol	   al	   70%,	   por	   lo	   que	   es	   especialmente	   importante	   su	  manipulación	  adecuada	  para	  evitar	  contaminaciones.	  	   Los	  experimentos	  se	  realizan	  a	  los	  21	  días	  de	  la	  siembra,	  momento	  en	  el	  que	  se	   considera	   que	   se	   ha	   alcanzado	   la	   confluencia	   y	   se	   han	   expresado	   los	  transportadores	   de	   membrana,	   sin	   llegar	   a	   manifestarse	   fenómenos	   de	  envejecimiento	  celular.	  	  
f)	  Mantenimiento	  de	  las	  placas	  sembradas	  	   Al	   día	   siguiente	   de	   la	   siembra	   se	   debe	   cambiar	   el	   medio	   de	   cultivo	   para	  eliminar	  las	  células	  que	  hayan	  muerto	  en	  el	  proceso.	  A	  partir	  de	  este	  día,	  el	  medio	  de	   cultivo	   se	  debe	   cambiar	   cada	  2-­‐3	  días	  hasta	   el	   día	  del	   experimento.	   El	   día	  de	  antes	   del	   ensayo	   se	   cambia	   por	   medio	   de	   cultivo	   que	   no	   contiene	   antibióticos	  (penicilina/estreptomicina).	  Para	  cambiar	  el	  medio	  de	  cultivo	  se	  cogen	  las	  placas	  de	  la	  estufa	  incubadora	  y	  se	  introducen	  rápidamente	  en	  la	  campana	  de	  flujo	  laminar.	  Con	  la	  ayuda	  de	  una	  pipeta	  Pasteur	  estéril	  y	   la	  bomba	  de	  vacío	  se	  retira	  el	  medio	  de	  cultivo	  de	  ambas	  cámaras.	   Hay	   que	   tener	   especial	   precaución	   de	   no	   tocar	   la	   membrana	   de	  policarbonato	  en	  la	  que	  están	  las	  células	  sembradas	  (se	  puede	  inclinar	  un	  poco	  la	  placa).	  Una	  vez	  retirado	  el	  medio,	  se	  cierra	  la	  placa	  y	  se	  toma	  con	  una	  pipeta	  estéril	  y	   un	   pipeteador	   automático	   el	   volumen	   de	   medio	   atemperado	   necesario	   para	  rellenar	   la	  placa.	  Se	  abre	   la	  placa	  y	  se	  repone	  el	  medio,	  manteniendo	   los	  mismos	  volúmenes:	  3	  mL	  en	   la	  cámara	  basal	  y	  2	  mL	  en	   la	  cámara	  apical.	  En	  este	  caso,	  el	  medio	  depositado	  en	  la	  cámara	  apical	  debe	  dejarse	  caer	  poco	  a	  poco	  por	  la	  pared	  del	  inserto,	  para	  no	  dañar	  la	  monocapa	  en	  crecimiento.	  	  
g)	  Ensayo	  de	  permeabilidad	  	   El	   ensayo	   se	   puede	   dividir	   en	   6	   fases	   (lavado	   de	   la	   membrana,	  comprobación	  de	   la	   integridad	  de	   la	  monocapa,	  administración	  de	   la	   solución	  de	  estudio,	   toma	   de	   muestras,	   comprobación	   de	   la	   integridad	   de	   la	   monocapa	   y	  estudio	  de	  recuperación	  del	  compuesto)	  que	  se	  detallan	  a	  continuación.	  	  
1. Lavado	  de	  la	  membrana	  Antes	  de	  realizar	  el	  experimento,	  se	  debe	  de	  lavar	  la	  membrana.	  Para	  ello,	  se	  retira	  el	  medio	  de	  cultivo	  con	  la	  ayuda	  de	  una	  pipeta	  Pasteur	  y	  la	  bomba	  de	  vacío	  y	  se	  añade	  el	  mismo	  volumen	  de	  solución	  tamponada	  (HBSS).	  Esta	  operación	  se	  repite	  dos	  veces,	  retirando	  la	  solución	  tamponada	  y	  añadiendo	  nueva.	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2. Comprobación	  de	  la	  integridad	  de	  la	  monocapa	  Una	   vez	   se	   ha	   lavado	   la	   membrana,	   se	   procede	   a	   la	   comprobación	   de	   la	  integridad	  de	   la	  monocapa.	  Esto	   se	   lleva	  a	   cabo	  mediante	   la	  medida	  de	   la	  resistencia	  eléctrica	  transepitelial	  (TEER)	  con	  un	  micro-­‐polímetro	  Millicell-­‐ERS®.	  	  En	   primer	   lugar,	   se	   coloca	   un	   inserto	   sin	   crecimiento	   en	   una	   placa	   y	   se	  añade	  solución	  tamponada.	  Se	  coloca	  el	  electrodo	  largo	  en	  la	  cámara	  basal	  y	  el	   electrodo	   corto	   en	   la	   cámara	   apical.	   Se	   calibra	   el	   micro-­‐polímetro	  ajustando	   el	   voltaje	   a	   cero,	   y	   sin	   retirar	   los	   electrodos	   se	   procede	   a	   la	  medida	   de	   la	   resistencia	   en	   tres	   direcciones.	   Esta	  medida	   del	   inserto	   sin	  crecimiento	  (blanco)	  nos	  permite	  evaluar	  la	  integridad	  de	  la	  monocapa	  por	  comparación.	   Una	   vez	   obtenidas	   las	   medidas	   del	   blanco,	   se	   procede	   a	   la	  medida	   de	   la	   resistencia	   en	   los	   insertos	   en	   los	   que	   se	   va	   a	   realizar	   el	  experimento.	   La	  medida	   se	   realiza	   en	   la	  misma	   solución	   tamponada	   para	  mantener	  las	  condiciones	  y	  en	  tres	  direcciones	  para	  asegurar	  la	  integridad	  de	  la	  monocapa	  en	  toda	  la	  superficie	  del	  inserto.	  Para	  considerar	  adecuada	   la	   integridad	  de	   la	  monocapa,	   las	  medidas	  de	   la	  resistencia	  en	  los	  insertos	  con	  crecimiento	  celular	  deben	  ser	  superiores	  en	  90	  unidades	  o	  más	  a	   las	  medidas	  del	  blanco.	  En	  caso	  de	  que	   la	  medida	  no	  cumpla	  con	  el	  requerimiento	  establecido,	  se	  desecha	  el	  inserto.	  	  Cuando	  todas	  las	  medidas	  han	  sido	  tomadas,	  se	  deja	  reposar	  las	  placas	  en	  el	  incubador	  a	  37°C	  durante	  una	  hora,	  antes	  de	  empezar	  el	  experimento.	  Después	   de	   la	   toma	   de	  muestras	   y	   antes	   del	   estudio	   de	   recuperación	   del	  compuesto,	  se	  repite	  el	  proceso	  de	  medición	  de	  la	  resistencia	  eléctrica,	  con	  el	  fin	  de	  asegurar	  que	  la	  integridad	  de	  la	  monocapa	  no	  se	  ha	  visto	  afectada	  durante	  el	  experimento.	  
	  
3. Administración	  de	  la	  solución	  de	  estudio	  Para	   administrar	   el	   compuesto,	   se	   debe	   primero	   retirar	   la	   solución	  tamponada	  con	  una	  pipeta	  Pasteur	  y	  la	  bomba	  de	  vacío.	  	  Las	   placas	   utilizadas	   tienen	   seis	   pocillos,	   el	   estudio	   se	   realizó	   en	   tres	  insertos	  en	  dirección	  apical-­‐basal	  para	  cada	  solución	  ensayada.	  Para	  ello,	  se	  coloca	  2,2	  mL	  de	  solución	  de	  estudio	  atemperada	  en	  la	  cámara	  apical	  y	  3	  mL	  de	  solución	  tamponada	  en	  la	  cámara	  basal	  en	  los	  insertos	  donde	  se	  realiza	  el	   estudio	   en	   dirección	   apical-­‐basal,	   y	   2	  mL	   de	   solución	   tamponada	   en	   la	  cámara	   apical	   y	   3,2	  mL	  de	   solución	   de	   estudio	   en	   la	   cámara	   basal,	   en	   los	  insertos	  en	  los	  que	  el	  estudio	  se	  realiza	  en	  dirección	  basal-­‐apical.	  	  
4. Toma	  de	  muestras	  La	  duración	  de	  la	  toma	  de	  muestras	  depende	  de	  la	  velocidad	  de	  transporte	  de	  cada	  compuesto.	  En	  este	  trabajo,	  los	  estudios	  se	  realizaron	  en	  un	  período	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total	  de	  90	  minutos	  con	  toma	  de	  muestra	  en	  los	  siguientes	  tiempos:	  15,	  30,	  45	  y	  90	  minutos.	  La	  muestra	  a	  tiempo	  0	  corresponde	  con	  una	  muestra	  tomada	  en	  la	  cámara	  dadora	  (donde	  se	  administra	  la	  solución	  de	  estudio)	  nada	  más	  administrar.	  Las	  muestras	  siguientes	  se	  toman	  en	  la	  cámara	  receptora	  (en	  la	  que	  se	  pone	  solución	  tamponada),	  excepto	  la	  última	  (90	  min	  ó	  4	  horas)	  que	  se	  toma	  en	  ambas	  cámaras.	  Después	  de	  tomar	  cada	  muestra	  se	  repone	  el	  volumen,	  200	  µL,	  con	  solución	  tamponada.	  	  
5. Estudio	  de	  recuperación	  del	  compuesto	  	  Una	   vez	   finalizada	   la	   toma	   de	   muestras	   y	   medida	   la	   resistencia	   eléctrica	  transepitelial,	   se	   realiza	   un	   estudio	   de	   recuperación	   del	   compuesto,	   para	  comprobar	  que	  se	  cumple	  el	  balance	  de	  masas,	  de	  modo	  que	  se	  asegura	  que	  el	  compuesto	  no	  se	  haya	  degradado	  o	  metabolizado.	  Durante	  el	  estudio	  de	  absorción,	  se	  coloca	  la	  solución	  con	  el	  compuesto	  en	  una	   de	   las	   cámaras	   y	   se	  mide	   la	   aparición	   de	   dicho	   compuesto	   en	   la	   otra	  cámara.	   Para	   ello	   es	   necesario	   que	   el	   compuesto	   pase	   a	   través	   de	   la	  membrana	   celular,	   pudiendo	   quedar	   en	   parte	   retenido	   en	   ella,	   bien	   en	   el	  interior	  de	  las	  células	  o	  bien	  adherido	  a	  estructuras	  subcelulares.	  El	  estudio	  de	  recuperación	  del	  compuesto	  retenido	  en	  las	  células	  consta	  de	  dos	  fases:	  	  Congelación-­‐Descongelación	  rápida:	  con	  la	  ayuda	  de	  unas	  pinzas,	  se	  extrae	  las	  membranas	  de	  policarbonato	  con	  las	  monocapas	  de	  células	  adheridas	  y	  se	   introducen	   en	   tubos	   de	   centrífuga	   de	   1,5	   mL	   que	   contienen	   1	   mL	   de	  solución	   tamponada.	   Estos	   tubos	   con	   las	   membranas	   se	   sumergen	   en	  nitrógeno	   líquido	   y	   posteriormente	   en	   un	   baño	   a	   37°C.	   Este	   proceso	   se	  realiza	  tres	  veces	  consecutivas,	  se	  centrifuga	  los	  tubos	  durante	  3	  min	  a	  1500	  rpm	  y	  se	  toma	  una	  muestra	  de	  500	  µL.	  	  Adición	  de	  Metanol:	  en	  los	  tubos	  con	  las	  membranas,	  que	  contienen	  500	  µL	  de	   solución	   tamponada,	   se	   añaden	   500	   µL	   de	   metanol	   y	   se	   agitan	  enérgicamente.	  Después	  se	  centrifuga	  los	  tubos	  8	  min	  a	  8000	  rpm	  y	  se	  toma	  una	  muestra	  de	  500	  µL.	  	  La	  suma	  de	  la	  cantidad	  de	  compuesto	  retenido	  y	  la	  cantidad	  de	  compuesto	  en	   ambas	   cámaras	   en	   las	  muestras	   del	   último	   tiempo	   debe	   corresponder	  con	  la	  cantidad	  de	  compuesto	  de	  la	  muestra	  obtenida	  a	  tiempo	  0.	  	  
4.3. Cálculo	  de	  la	  permeabilidad	  	   La	  valoración	  de	  las	  muestras	  permite	  conocer	  la	  cantidad	  de	  fármaco	  que	  aparece	  en	  el	  compartimento	  receptor	  a	  cada	  tiempo.	  El	  proceso	  que	  describe	  este	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paso	   de	   fármaco	   desde	   el	   compartimento	   dador	   al	   receptor	   puede	   describirse	  como	  una	  difusión	  pasiva	  mediante	  la	  siguiente	  ecuación:	  𝜕𝑄𝜕𝑡 = 𝑃!"" ∙ 𝑆 ∙ 𝐶!"!#$ − 𝐶!"#"$%&! 	  
(	  3-­‐3	  )	  donde	  ∂Q/∂t	  representa	  la	  velocidad	  de	  difusión	  del	  fármaco,	  Peff	  es	  el	  coeficiente	  de	   permeabilidad	   efectiva,	   S	   es	   el	   área	   de	   difusión	   y	  Cdador	  es	   el	   compartimiento	  dador	  y	  Creceptor	  es	  la	  concentración	  de	  fármaco	  en	  el	  compartimiento	  receptor.	  Para	   resolver	   esta	   ecuación	   teniendo	  en	   cuenta	   el	   cambio	   continuo	  de	   las	  concentraciones	   en	   los	   compartimentos	   dador	   y	   receptor,	   se	   debe	   expresar	   la	  ecuación	   en	   una	   única	   variable:	   se	   iguala	   la	   concentración	   en	   el	   compartimento	  dador	   a	   la	   diferencia	   entre	   la	   cantidad	   de	   fármaco	   total	   y	   la	   cantidad	   en	   el	  compartimento	  receptor:	  𝐶!"!#$ = 𝐶!"!#$%&%'%() ∙ 𝑉!"!#$ − 𝐶!"#"$%&! ∙ 𝑉!"#"$%&!𝑉!"!#$ 	  
(	  3-­‐4	  )	  donde	   CdadorINICIAL	   es	   la	   concentración	   inicial	   de	   fármaco	   en	   el	   compartimento	  dador,	  Vdador	  	  es	  el	  volumen	  del	  compartimento	  dador	  y	  Vreceptor	  es	  el	  volumen	  en	  el	  compartimento	  receptor.	  Combinando	  las	  ecuaciones	  3-­‐3	  y	  3-­‐4	  se	  obtiene	  una	  solución	  para	  el	  cálculo	  de	  las	  concentraciones	  teóricas	  en	  el	  compartimento	  receptor:	  𝐶!"#"$%&! = 𝑄!"!#$𝑉!"#"$%&! + 𝑉!"!#$ + 𝐶!"#"$%&!! − 𝑄!"!#$𝑉!"#"$%&! + 𝑉!"!#$ ∙ 𝑒!!"##!,!∙!∙ !!!"#"$%&!! !!!"!#$ ∙!	  
(	  3-­‐5	  )	  donde	   Qtotal	   es	   la	   cantidad	   total	   de	   fármaco	   en	   el	   sistema,	   Creceptor0	   es	   la	  concentración	   en	   el	   compartimento	   receptor	   al	   inicio	   del	   intervalo	   de	   tiempo	  considerado,	  Peff0,1	  es	  la	  permeabilidad	  y	  S	  el	  área	  del	  inserto	  en	  cm2	  (175).	  De	   este	   modo,	   a	   cada	   tiempo	   donde	   se	   conoce	   la	   concentración	  experimental	  en	  el	  compartimento	  receptor,	  se	  calcula	   la	  concentración	  teórica	  y	  se	  realiza	  un	  ajustado	  no	  lineal	  de	  los	  datos	  experimentales	  minimizando	  la	  suma	  de	  cuadrados	  residual:	  se	  calcula	  la	  suma	  de	  los	  cuadrados	  de	  las	  diferencias	  entre	  las	   concentraciones	   experimentales	   y	   teóricas	   a	   cada	   tiempo,	   y	   se	   estima	   la	  permeabilidad	  que	  conduce	  al	  menor	  valor	  de	  suma	  de	  cuadrados	  residual.	  Para	  la	  estimación	   de	   la	   permeabilidad	   mediante	   la	   ecuación	   no	   lineal	   se	   utilizó	   la	  herramienta	  Solver	  de	  una	  hoja	  MS	  Excel®	  2011.	  	  Este	   procedimiento	   de	   estimación	   de	   la	   permeabilidad	   es	   válido	   en	  cualquier	   caso.	   Sin	   embargo,	   cuando	   la	   concentración	   de	   fármaco	   en	   el	  compartimento	   receptor	   es	   muy	   pequeña	   frente	   a	   la	   concentración	   en	   el	  compartimento	  dador	  (<10%),	  se	  considera	  que	  el	  sistema	  trabaja	  en	  condiciones	  sumidero.	   Bajo	   estas	   condiciones	   la	   ecuación	   3-­‐3	   se	   puede	   simplificar,	   y	  reorganizando	  los	  términos	  se	  obtiene	  una	  expresión	  explícita	  para	  el	  cálculo	  de	  la	  permeabilidad:	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𝑃!" = 𝑏𝑆 ∙ 𝐶	  
(	  3-­‐6	  )	  donde	  b	  es	  la	  pendiente	  de	  la	  recta	  de	  cantidades	  acumuladas	  frente	  al	  tiempo,	  S	  el	  área	   de	   la	   membrana	   y	   C	   es	   la	   concentración	   inicial	   de	   fármaco	   en	   el	  compartimento	  dador.	  Los	  cálculos	  para	  la	  obtención	  de	  los	  valores	  de	  permeabilidad	  efectiva	  han	  sido	   realizados	   mediante	   una	   hoja	   de	   cálculo	   MS	   Excel®	   2011.	   Los	   análisis	  estadísticos	  para	  determinar	  si	  las	  diferencias	  entre	  las	  permeabilidades	  en	  ambas	  direcciones	  son	  significativas	  se	  han	  realizado	  mediante	  el	  paquete	  estadístico	  IBM	  SPSS	  Statistics	  21.	  	  
5. Ensayo	  de	  absorción	  en	  animales	  	  
5.1. Animales	  de	  experimentación	  	   Los	   animales	   usados	   en	   este	   estudio	   fueron	   ratas	   albinas	   macho	   de	   raza	  Wistar	   procedentes	   del	   Servicio	   de	   Experimentación	   Animal	   de	   la	   Universidad	  Miguel	  Hernández	   de	   Elche	   (núcleo	   San	   Juan).	   	   Los	   animales	   se	  mantuvieron	   en	  perfectas	  condiciones	  de	  higiene	  y	  climatización	  y	  recibían	  una	  dieta	  equilibrada.	  	  	  Para	   los	   ensayos	   se	   seleccionaron	   animales	   con	   edades	   entre	   dos	   y	   tres	   meses.	  	  Tras	  4	  horas	  de	  ayuno,	  su	  peso	  osciló	  entre	  250	  y	  320	  g.	  
5.2. Soluciones	  de	  trabajo	  	   A	  continuación	  se	  describen	  las	  soluciones	  empleadas	  en	  los	  ensayos	  in	  situ.	  	  
a)	  Solución	  anestésica	  	  Para	   llevar	   a	   cabo	   la	   intervención	   quirúrgica	   previa	   a	   los	   ensayos	   de	  perfusión	  in	  situ,	  se	  requiere	  anestesia	  general	  profunda	  del	  animal.	  A	  tal	  efecto	  se	  empleó	  una	  solución	  de	  pentobarbital	  sódico	  (Eutanax	  inyectable)	  preparada	  a	  la	  concentración	  de	  200	  mg/mL.	  Para	   facilitar	   la	   administración	   de	   la	   anestesia,	   por	   vía	   intraperitoneal,	   se	  empleó	   una	   solución	   de	   pentobarbital	   sódico	   preparada	   a	   partir	   del	   inyectable	  comercial	   (Eutanax	   inyectable)	   en	   proporción	   1:10	   en	   agua	   destilada.	   De	   esta	  solución	  se	  administra	  una	  dosis	  de	  0,15	  mL	  por	  cada	  100	  g	  de	  peso	  del	  animal,	  lo	  que	  equivale	  a	  30	  mg	  de	  pentobarbital	  sódico	  por	  kg	  de	  animal.	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b)	  Soluciones	  de	  lavado	  intestinal	  	  Solución	  de	  lavado	  A	  Es	   una	   solución	   isotónica	   que	   permite	   eliminar	   restos	   de	   quimo	   que	   pudieran	  quedar	  en	  la	  luz	  intestinal.	  	  Su	  composición	  es:	  	   NaCl	   	   9,00	  g	  KCl	   	   0,34	  g	  CaCl2.2H2O	   	   0,19	  g	  NaH2PO4.2H2O	   	   0,76	  g	  H2O	  destilada	   c.s.p.	   	  1	  L	  	  Solución	  de	  lavado	  B	  Es	  una	  solución	  de	  suero	  fisiológico	  regulada	  a	  pH	  7,00	  mediante	  una	  solución	  de	  tampón	  fosfato	  según	  Sörensen	  a	  razón	  de	  10	  mL	  de	  tampón	  por	  litro	  de	  solución.	  	  Es	  empleada	  para	  acondicionar	  la	  mucosa	  intestinal	  antes	  de	  realizar	  los	  ensayos	  de	  absorción.	  	  La	  composición	  de	  esta	  solución	  es:	  	   NaCl	   	   9,00	  g	  NaH2PO4.2H2O	   1/15	  M	   3,9	  mL	  Na2HPO4	   1/15	  M	   6,1	  mL	  H2O	  destilada	   c.s.p.	   	  1	  L	  	  	  
c)	  Soluciones	  de	  perfusión	  	   Con	  el	  objeto	  de	  comparar	  el	  efecto	  de	  los	  excipientes	  sobre	  la	  absorción	  de	  los	   principios	   activos	   estudiados,	   se	   prepararon	   soluciones	   con	   los	   productos	   a	  razón	  de	  dosis	  en	  250	  mL,	  ya	  que	  los	  estudios	  de	  bioequivalencia	  en	  humanos	  se	  realizan	  dándole	  al	  voluntario	  un	  vaso	  de	  agua.	   	  Se	  preparó	  además	  una	  solución	  que	  contenía	  solo	  el	  principio	  activo.	  	   Zolpidem	  hemitartrato	  Las	  soluciones	  de	  trabajo	  se	  prepararon	  mediante	  pesada	  exacta	  alrededor	  de	   un	   comprimido	   (10	  mg	   de	   la	   sustancia	   activa)	   de	   cada	   uno	   de	   los	   productos	  estudiados,	  previamente	  pulverizados	  y	  posteriormente	  dispersos	  en	  solución	  de	  lavado	  B.	  	  La	  solución	  resultante	  fue	  colocada	  en	  ultrasonidos	  por	  10	  minutos	  y	  la	  concentración	  resultante	  es	  de	  0,04	  mg/mL.	  	  	  Para	  la	  preparación	  de	  la	  solución	  de	  Zolpidem	  hemitartrato	  patrón	  se	  pesó	  la	   cantidad	   de	   principio	   activo	   necesario	   para	   obtener	   la	   misma	   concentración	  empleando	  líquido	  de	  lavado	  B	  para	  su	  disolución	  y	  fue	  ultrasonicada	  durante	  10	  minutos.	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Pravastatina	  sódica	  Para	  obtener	  las	  soluciones	  de	  trabajo	  se	  pesó	  exactamente	  alrededor	  de	  un	  comprimido	   (40	   mg	   de	   la	   sustancia	   activa)	   de	   cada	   uno	   de	   los	   productos	  estudiados,	  previamente	  pulverizados	  y	  posteriormente	  dispersos	  en	  solución	  de	  lavado	  B.	  	  La	  solución	  resultante	  fue	  colocada	  en	  ultrasonidos	  durante	  10	  minutos	  y	  la	  concentración	  final	  fue	  de	  0,16	  mg/mL.	  	  	  La	   solución	   de	   Pravastatina	   sódica	   patrón	   se	   preparó	   por	   pesada	   de	   la	  sustancia	  activa	  y	  posterior	  disolución	  en	  líquido	  de	  lavado	  B;	  la	  concentración	  de	  esta	   solución	   fue	   igualmente	  de	  0,16	  mg/ml	   y	   ésta	   fue	  ultrasonicada	  durante	  10	  minutos.	  	   Cloperastina	  fendizoato	  La	   soluciones	   fueron	   preparadas	   diluyendo	   una	   cantidad	   de	   suspensión	  equivalente	   a	   17,7	  mg	   del	   Cloperastina	   fendizoato	   con	   líquido	   de	   lavado	   B	   para	  obtener	  una	  concentración	  de	  0,0708	  mg/mL.	  	  La	  solución	  resultante	  fue	  colocada	  en	  ultrasonidos	  durante	  10	  minutos.	  La	   solución	   del	   patrón	   fue	   preparada	   pesando	   la	   cantidad	   necesaria	   del	  compuesto	   para	   obtener	   una	   concentración	   de	   0,0708	   mg/mL	   usando	   como	  solvente	   líquido	  de	   lavado	  B.	   	   La	   solución	   resultante	   fue	   igualmente	   colocada	   en	  ultrasonidos	  durante	  10	  minutos.	  	  
5.3. Técnica	  experimental	  en	  intestino	  delgado	  completo	  	   La	  técnica	  de	  experimentación	  utilizada	  es	  una	  modificación	  de	  la	  propuesta	  por	  Doluisio	  y	  colaboradores	  (176).	  	  	  El	  animal	  se	  somete	  a	  un	  periodo	  de	  ayuno	  de	  2-­‐4	   horas,	   permitiéndole	   el	   acceso	   libre	   a	   agua	   para	   garantizar	   su	   hidratación.	  	  Tras	   anestesiar	   el	   animal	   y	   comprobar	   que	   ha	   alcanzado	   el	   grado	   de	   anestesia	  profunda	  necesario,	   se	   procede	   a	   colocarlo	   en	  posición	  decúbito	   supino	   sobre	   el	  tablero	  quirúrgico	  y	  se	  inmoviliza	  por	  las	  extremidades	  con	  cinta	  adhesiva	  sin	  que	  adquiera	  una	  posición	  forzada.	  	  Posteriormente	  se	  descubre	  la	  cavidad	  abdominal	  mediante	  sección	  de	   la	  piel,	  desde	  2	  cm	  por	  encima	  del	  poro	  genital	  en	   forma	  de	  diagonal	   hasta	   1	   cm	   del	   apéndice	   xifoides.	   A	   continuación	   se	   separan	   los	   rectos	  abdominales	  cortando	  por	   la	   línea	  alba.	   	  El	  siguiente	  paso	  consiste	  en	  localizar	  el	  duodeno,	  en	  el	  que	  desemboca	  el	  conducto	  biliar.	  Este	  conducto	  debe	  ligarse	  para	  evitar	   que	   se	   produzca	   un	   ciclo	   enterohepático	   en	   caso	   de	   que	   el	   fármaco	   se	  excretara	  por	  la	  bilis	  al	  intestino.	  A	   continuación,	   se	   practica	   un	   pequeño	   corte	   en	   bisel	   en	   el	   extremo	  duodenal.	   Se	   introduce	   el	   extremo	   de	   una	   cánula	   de	   vidrio	   acodada	   y	   se	   fija	   al	  intestino.	  El	  otro	  extremo	  de	  la	  cánula	  se	  conecta	  mediante	  un	  tubo	  de	  polietileno,	  a	  una	  llave	  de	  tres	  pasos	  tipo	  Stopcock.	  A	  su	  vez,	  ésta	  encaja	  a	  rosca	  con	  una	  jeringa	  de	  10	  mL	  de	  capacidad,	  sujeta	  mediante	  una	  pinza	  a	  un	  soporte	  vertical.	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Posteriormente,	  se	  localiza	  el	  otro	  extremo	  (íleo-­‐cecal)	  y	  se	  efectúa	  una	  incisión	  de	  forma	  que	  se	  proceda	  sin	  dificultad	  a	   la	   limpieza	  de	   la	  mucosa,	  mediante	  el	  paso	  por	  la	  jeringa	  conectada	  y	  a	  través	  del	  intestino	  de	  las	  soluciones	  de	  la	  solución	  de	  lavado	   A,	   termostatadas	   a	   37°C,	   tantas	   veces	   como	   sea	   necesario	   hasta	   que	   la	  mucosa	  quede	  libre	  de	  residuos	  y	  de	  sales	  biliares	  (aproximadamente	  50	  mL).	  Una	  vez	  finalizado	  el	  lavado,	  se	  conecta	  otra	  cánula	  en	  el	  extremo	  final	  y	  se	  lava	  con	  el	   líquido	  de	  lavado	  B.	   	  Luego	  esta	  cánula	  se	  une	  a	  su	  vez	  a	  una	  llave	  de	  tres	  pasos	  y	  a	  otra	  jeringa.	  Todo	  el	  conjunto	  se	  sujeta	  a	  un	  soporte	  vertical,	  con	  la	  ayuda	  de	  unas	  pinzas.	  Por	  último	  se	  bombea	  aire	  a	  través	  del	   intestino	  en	  ambas	  direcciones	  con	  la	  finalidad	  de	  eliminar	  los	  restos	  de	  la	  solución	  de	  lavado	  B.	  Un	  factor	  a	  considerar	  es	  la	  posible	  desecación	  de	  la	  cavidad	  abdominal.	  Con	  objeto	  de	  evitarla	  se	  vierte	  en	  ella	  pequeños	  volúmenes	  de	  suero	  fisiológico	  atemperado	  a	  37°C	  y	  se	  cubre	  con	  una	  torunda	  de	  algodón	  empapada	  en	  el	  mismo	  líquido.	  	  	  
 
 
Figura 3-2. Esquema de las tres posiciones de la llave de tres pasos de tipo Stopcock 
	  	  
5.4. Protocolo	  del	  ensayo	  	   Se	  perfunden	  10	  mL	  de	  la	  solución	  a	  ensayar,	  atemperada	  a	  37	  °C.	  Cuando	  toda	   la	   solución	   esté	   dentro	   del	   intestino	   delgado,	   se	   pone	   en	   marcha	   el	  cronómetro.	  La	   toma	  de	  muestras	  se	  realiza	  cada	  5	  minutos	  alternativamente	  por	  cada	  una	  de	   las	   jeringas.	  La	  primera	  muestra	  se	   toma	  por	   la	   jeringa	  distal	  y	   la	  última,	  
w Jeringa-­‐exterior	  Permite	   el	   paso	   de	   solución	   o	   aire	   desde	   la	  jeringa	  al	  exterior.	  	  
 
 
w Jeringa-­‐intestino	  Permite	   el	   paso	   de	   solución	   o	   aire	   desde	   la	  jeringa	  al	  intestino	  o	  viceversa.	  
 
 
w Intestino-­‐exterior	  Permite	   el	   paso	   de	   solución	   o	   aire	   desde	   el	  intestino	  al	  exterior.	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por	   la	  proximal.	  Se	  recoge	  un	  total	  de	  6	  muestras	  (5,	  10,	  15,	  20,	  25	  y	  30	  min)	  de	  200	  µL	  de	  solución	  cada	  una.	  	  
5.5. Ensayo	  de	  reabsorción	  de	  agua	  	   Después	   de	   tomar	   la	   última	   muestra	   se	   lleva	   a	   cabo	   el	   ensayo	   de	  reabsorción	  de	  agua.	  Para	  ello	  se	  desconecta	  la	  cánula	  de	  la	  jeringa	  íleo-­‐cecal	  y	  se	  coloca	  en	  un	  tubo	  de	  centrífuga	  de	  15	  mL.	  Con	  la	  jeringa	  que	  queda	  conectada,	  se	  toma	   aire	   y	   se	   ejerce	   presión	   para	   extraer	   el	   líquido	   remanente	   a	   través	   de	   la	  cánula.	  	  Seguidamente	  se	  corta	  el	  mesenterio	  y	  se	  separa	  el	  asa	  intestinal	  del	  resto	  del	   animal.	   	   Una	   vez	   aislado	   el	   intestino,	   se	   presiona	   desde	   el	   principio	   hasta	   el	  final	   asegurando	   que	   se	   vacíe	   completamente.	   Finalizado	   el	   ensayo,	   el	   animal	   se	  sacrifica	   usando	   el	   mismo	   compuesto	   que	   en	   la	   anestesia:	   pentobarbital	   sódico,	  administrando	  por	  vía	  intraperitoneal	  una	  dosis	  de	  90	  mg/Kg.	  El	  volumen	  recogido	  se	  centrifuga	  durante	  10	  minutos	  a	  5000	  rpm.	  De	  esta	  forma	   sedimentan	   en	   el	   tubo	   de	   muestra	   los	   restos	   de	   mucosa	   arrastrados,	   se	  retira	  el	  residuo	  y	  se	  mide	  el	  volumen	  que	  ocupa	  el	  sobrenadante.	  Para	  calcular	  el	  volumen	  final,	  se	  le	  adiciona	  a	  este	  valor	  el	  volumen	  recogido	  durante	  la	  toma	  de	  muestras.	  	  
5.6. Tratamiento	  de	  muestras	  	   Las	  muestras	  biológicas	  se	  centrifugaron	  a	  5000	  rpm	  durante	  5	  minutos.	  El	  sobrenadante	  obtenido	  de	  cada	  muestra	  se	  congeló	  a	  -­‐20	  °C	  hasta	  el	  momento	  de	  ser	  analizadas,	  para	  evitar	  la	  degradación	  del	  fármaco.	  Cada	  muestra	  se	  inyectó	  en	  el	  cromatógrafo	  líquido	  (HPLC)	  por	  duplicado.	  	  
5.6.1. Cálculo	  de	  la	  velocidad	  de	  reabsorción	  de	  agua	  	   Existe	   un	   proceso	   de	   reabsorción	   de	   agua	   simultáneo	   al	   proceso	   de	  absorción	  de	  la	  sustancia	  ensayada	  de	  modo	  que	  la	  solución	  remanente	  en	  lumen	  se	  concentra	  y	  puede	  quedar	  falseado	  por	  exceso	  (177).	  Con	  el	  fin	  de	  estimar	  las	  concentraciones	  reales	  de	  compuesto	  se	  calculó	  el	  volumen	   remanente	   a	   cada	   tiempo	   de	   toma	   de	   muestra.	   	   Dado	   que	   el	   volumen	  varía	  según	  una	  cinética	  de	  orden	  cero	  (177),	  la	  ecuación	  diferencia	  del	  proceso	  y	  su	  forma	  integrada	  son:	   𝜕𝑉𝜕𝑡 = −𝑘!	  
(	  3-­‐7	  )	  𝑉 = 𝑉! − 𝑘! ∙ 𝑡	  
(	  3-­‐8	  )	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Siendo	  V	  el	  volumen	  remanente	  en	  el	  intestino	  a	  cada	  a	  cada	  tiempo;	  V0,	  el	  volumen	  remanente	  a	  tiempo	  inicial	  y	  k0,	  la	  constante	  de	  velocidad	  de	  reabsorción	  de	  agua	  (mL/min).	  Mediante	   regresión	   lineal	   por	   mínimos	   cuadrados	   de	   los	   volúmenes	  obtenidos,	   se	   obtienen	   los	   parámetros	   V0	   y	   k0,	   con	   los	   que	   se	   determinan	   los	  volúmenes	  teóricos	  para	  cada	  tiempo	  de	  toma	  de	  toma	  de	  muestra	  (Vt).	  	  Con	  los	  Vt	  se	   corrigen	   los	   valores	   experimentales	   de	   las	   concentraciones	   de	   soluto	   en	   las	  muestras,	  con	  la	  siguiente	  ecuación:	  𝐶 = 𝐸 ∙ 𝑉!𝑉!	  
(	  3-­‐9	  )	  donde	  C	  corresponde	  a	  la	  concentración	  de	  soluto	  corregida	  y	  E,	  a	  la	  concentración	  obtenida	  experimentalmente.	  	  
5.6.2. Cálculo	  de	  la	  constante	  aparente	  de	  la	  velocidad	  de	  absorción	  
	   Las	  constantes	  aparentes	  de	  velocidad	  de	  absorción	  se	  han	  determinado	  a	  partir	  del	  siguiente	  modelo:	  	  	  	  	  	  	  	  
Figura	  3-­‐3.	  Modelo	  para	  determinar	  la	  constante	  aparente	  de	  absorción.	  	  Compartimiento	  A:	  lugar	  
donde	  se	  produce	  la	  absorción	  (intestino).	  Compartimiento	  B:	  organismo.	  	   La	  desaparición	  del	  compuesto	  del	  compartimiento	  A	  se	  debe	  únicamente	  a	  la	  absorción	  y	  durante	  los	  30	  min	  que	  dura	  el	  ensayo	  sigue	  una	  cinética	  aparente	  de	  primer	  orden	  según	  la	  siguiente	  ecuación:	  	   𝜕𝐶𝜕𝑡 = −𝐾!" ∙ 𝐶	  
(	  3-­‐10	  )	  donde	  C	   corresponde	  a	   la	   concentración	   remanente	  de	   fármaco	  en	   el	   intestino	  y	  
Kap,	  a	  la	  constante	  de	  velocidad	  de	  absorción	  aparente	  de	  primer	  orden.	  	  Su	  forma	  integrada	  es:	   𝐶 = 𝐶! ∙ 𝑒!!!"∙!	  
(	  3-­‐11	  )	  donde	  C	  es	  la	  concentración	  de	  fármaco	  a	  tiempo	  t	  y	  C0,	  la	  concentración	  inicial	  de	  fármaco	   disponible	   para	   la	   absorción	   (t=0).	   	   El	   valor	   de	  C0	   obtenido	   es	   siempre	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menor	   que	   la	   concentración	   perfundida	   debido	   a	   varios	   procesos	   simultáneos:	  dilución	   con	   el	   poco	   volumen	   que	   pudiese	   quedar	   de	   la	   solución	   de	   lavado,	  adsorción	   a	   la	   membrana	   intestinal	   y	   entrada	   rápida	   del	   compuesto	   en	   los	  enterocitos.	  	  El	  descenso	  de	  C0	  se	  debe	  mayoritariamente	  a	  la	  carga	  de	  la	  sustancia	  en	  la	  mucosa,	  cuyo	  equilibrio	  se	  alcanza	  en	  los	  primeros	  minutos	  de	  la	  perfusión	  y	  pasados	  5	  minutos	  el	  proceso	  ha	  finalizado	  totalmente.	  	  Por	  esta	  razón,	  la	  toma	  de	  muestras	  se	  inicia	  a	  ese	  tiempo.	  Para	   obtener	   un	   valor	   representativo	   de	   la	   constante	   de	   velocidad	   de	  absorción,	   el	   ensayo	   se	   realiza	   en	   un	  mínimo	   de	   5	   animales	   para	   cada	   solución	  ensayada,	  con	  lo	  que	  se	  obtiene	  un	  valor	  medio	  que	  se	  considere	  representativo.	  	  
C. Valoración de muestras 	  
1. Método	  espectrofotométrico	  	   Para	   cuantificar	   las	  muestras	   de	   los	   perfiles	   de	   disolución	   de	   Zolpidem	   y	  Pravastatina	   se	   usó	   el	  método	   espectrofotométrico	   en	   la	   región	   U.V.	   empleando	  para	  ello	  el	  espectrofotómetro	  BioMate3S	  UV-­‐Visible	  Spectrophotometer	  Thermo	  Scientific.	   	   A	   las	  muestras	   de	   los	   perfiles	   de	   Zolpidem	   y	   la	   curva	   de	   calibración	  correspondiente	   se	   les	   determinó	   la	   absorbancia	   a	   una	   longitud	  de	   onda	  de	  245	  nm.	  	  En	  el	  caso	  de	  Pravastatina	  la	  longitud	  de	  onda	  empleada	  fue	  de	  238	  nm.	  	  
2. Método	  cromatográfico	  	   Para	  el	  análisis	  de	  las	  muestras	  de	  los	  demás	  estudios	  realizados	  se	  empleó	  la	  técnica	  de	  cromatografía	  líquida	  de	  alta	  resolución	  en	  fase	  reversa	  con	  detección	  por	  ultravioleta.	  	  El	  sistema	  cromatográfico	  utilizado	  ha	  sido	  un	  Sistema	  Alliance®	  HPLC,	  que	  consta	  de	  los	  siguientes	  módulos:	  	  
§ Bomba	   cuaternaria	   e	   inyector	   automático	   integrado:	   Módulo	   de	  Separaciones	  WatersTM	  2695	  
§ Detector	  de	  absorbancia	  WatersTM	  2487	  doble	  λ	  
§ Detector	  programable	  de	  fluorescencia	  Waters	  2475	  	  
§ Registrador-­‐integrador	  EmpowerTM	  En	  cuanto	  a	  las	  condiciones	  cromatográficas,	  se	  utilizó	  una	  fase	  estacionaria	  inversa	   compuesta	  por	  una	  precolumna	  Phenomenex®	  KJ0-­‐4282,	   con	  dos	   filtros	  de	  2	  µm	  y	  relleno	  con	  micropartículas	  C-­‐18	  de	  40	  µm	  de	  tamaño	  y	  una	  columna	  de	  acero	  inoxidable	  WatersTM	  modelo	  Nova	  Pak®	  C-­‐18	  de	  150	  mm	  de	  longitud;	  3,9	  mm	   de	   diámetro	   y	   tamaño	   de	   partícula	   de	   4	   µm.	   	   Las	   otras	   condiciones	  cromatográficas	  se	  describen	  a	  continuación	  según	  el	  fármaco	  analizado:	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Zolpidem:	  -­‐ Fase	  móvil:	  mezcla	  en	  proporción	  volumétrica	  60:40	  de	  solución	  acuosa	  de	  ácido	  trifluoroacético	  6,5	  mM	  y	  acetonitrilo.	  -­‐ Flujo:	  1	  mL/min	  -­‐ Temperatura	  de	  la	  columna:	  30ºC	  -­‐ Tiempo	  de	  retención:	  2,5	  minutos	  -­‐ Detección:	  Ultravioleta	  a	  245	  nm	  	  Pravastatina:	  -­‐ Fase	   móvil:	   mezcla	   en	   proporción	   volumétrica	   50:40:10	   de	   metanol,	  solución	   acuosa	   de	   ácido	   trifluoroacético	   6,5	   mM	   y	   acetonitrilo,	  respectivamente.	  -­‐ Flujo:	  1	  mL/min	  -­‐ Temperatura	  de	  la	  columna:	  30ºC	  -­‐ Tiempo	  de	  retención:	  3	  minutos	  -­‐ Detección:	  Ultravioleta	  a	  238	  nm	  	  Cloperastina:	  -­‐ Fase	  móvil:	  mezcla	  en	  proporción	  volumétrica	  60:40	  de	  solución	  acuosa	  de	  trietanolamina	  22	  mM	  pH	  3,00	  (ajustado	  con	  ácido	  fosfórico)	  y	  acetonitrilo.	  -­‐ Flujo:	  1,8	  mL/min	  -­‐ Temperatura	  de	  la	  columna:	  50ºC	  -­‐ Tiempo	  de	  retención:	  4,5	  minutos	  -­‐ Detección:	  Ultravioleta	  a	  227	  nm	  	  Metoprolol:	  -­‐ Fase	   móvil:	   mezcla	   en	   proporción	   volumétrica	   20:60:20	   de	   metanol,	  solución	  acuosa	  de	  ácido	  trifluoroacético	  6,5	  mM	  y	  acetonitrilo.	  -­‐ Flujo:	  1	  mL/min	  -­‐ Temperatura	  de	  la	  columna:	  30ºC	  -­‐ Tiempo	  de	  retención:	  2	  minutos	  -­‐ Detección:	  Fluorescencia	  con	  longitud	  de	  onda	  de	  excitación	  de	  231	  nm	  y	  de	  emisión	  de	  307	  nm	  	   Todos	  los	  componentes	  de	  la	  fase	  móvil	  fueron	  filtrados	  mediante	  un	  filtro	  Millipore	   GVWP	   de	   230	   nm	   de	   diámetro	   de	   poro	   antes	   de	   añadirse	   al	   sistema	  cromatográfico,	  para	  eliminar	  posibles	  partículas	  en	  suspensión.	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3. Validación	  de	  los	  métodos	  analíticos	  	   Los	   métodos	   analíticos	   fueron	   validados	   evaluando	   los	   parámetros	   de	  linealidad,	   precisión	   y	   exactitud,	   así	   mismo,	   se	   establecieron	   los	   límites	   de	  detección	  y	  cuantificación.	  Para	  determinar	  la	  concentración	  de	  compuesto	  en	  las	  muestras,	  se	  preparó	  una	  curva	  de	  calibrado	  que	  fue	  inyectada	  en	  el	  HPLC	  en	  las	  mismas	  condiciones	  y	  el	  mismo	  día	  que	  las	  muestras	  a	  estudiar.	   	   Igual	  procedimiento	  se	  siguió	  para	  los	  métodos	  espectrofotométricos.	  	  	  	  
3.1. Ensayo	  de	  linealidad	  	   Las	   rectas	   de	   calibración	   deben	   abarcar	   un	   ámbito	   de	   concentraciones	  adecuado	  para	  interpolar	  las	  áreas	  de	  los	  cromatogramas	  y	  las	  absorbancias	  de	  las	  muestras.	  Se	   realizó	   una	   regresión	   lineal	   entre	   las	   áreas	   de	   los	   cromatogramas	  obtenidos	  y	  las	  concentraciones	  teóricas:	  𝑦 = 𝑚 ∙ 𝑥 + 𝑏	  
(	  3-­‐12	  )	  donde	   y	   es	   el	   área	   del	   cromatograma,	   o	   la	   absorbancia	   según	   el	   caso,	   y	   x	   la	  concentración	  teórica.	  Se	  utilizó	  una	  hoja	  de	  cálculo	  Excel	  2007	  para	  realizar	  las	  regresiones.	  Para	  comprobar	   la	   dependencia	   lineal	   de	   las	   rectas	   se	   utilizó	   el	   coeficiente	   de	  correlación	  r.	  	  Cuanto	  más	  próximo	  está	  r	  a	  la	  unidad,	  mejor	  es	  el	  modelo.	  	  
3.2. Ensayo	  de	  precisión	  y	  exactitud	  	   Para	  comprobar	   la	  precisión	  y	  exactitud	  del	  método	  analítico	  se	  valoraron	  muestras	  patrón	  de	   concentración	   conocida	  dentro	  de	   la	   recta	  de	   calibración.	   Se	  calculó	   la	   exactitud	   para	   cada	   concentración	   patrón	   utilizando	   los	   errores	  absolutos	  y	  relativos:	  	   𝜀!"#$%&'$ = 𝐶!"ó!"#$ − 𝐶!"#!$%&!'()* 	  
(	  3-­‐13	  )	  𝜀!"#$%&'( = 𝐶!"ó!"#$ − 𝐶!"#!$%&!'()*𝐶!"ó!"#$ ×100	  
(	  3-­‐14	  )	  donde	   Cteórica	   corresponde	   a	   la	   concentración	   teórica	   del	   patrón	   y	   Cexperimental	  corresponde	  a	  la	  concentración	  calculada	  mediante	  la	  interpolación	  en	  la	  recta	  de	  calibración.	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La	  precisión	  se	  calculó	  mediante	  el	  coeficiente	  de	  variación	  de	  la	  media	  de	  los	  valores	  de	  las	  concentraciones	  estimadas.	  	  
3.3. Límite	  de	  detección	  y	  cuantificación	  	   Se	  estableció	  el	  límite	  de	  detección	  (LD)	  y	  el	  límite	  de	  cuantificación	  (LC)	  de	  acuerdo	  con	  las	  siguientes	  expresiones:	  	   𝐿𝐷 = 3,3 ∙ 𝜎𝑚 	  
(	  3-­‐15	  )	  𝐿𝐶 = 10 ∙ 𝜎𝑚 	  
(	  3-­‐16	  )	  en	   las	  que	  σ	  es	   la	  desviación	  estándar	  de	   la	  ordenada	  en	  el	  origen	  de	   la	  recta	  de	  regresión	  y	  m	  es	  la	  pendiente	  de	  la	  misma.	  	  
D. Métodos matemáticos y estadísticos 
1. Análisis	  de	  regresión	  	  Se	  empleó	  un	  análisis	  lineal	  simple	  por	  mínimos	  cuadrados	  para	  determinar	  la	   constante	   de	   velocidad	   de	   reabsorción	   de	   agua,	   así	   como	   las	   rectas	   de	  calibración	  para	  la	  valoración	  del	  fármaco	  y	  el	  coeficiente	  de	  permeabilidad	  de	  los	  ensayos	  in	  vitro	  (PAB,).	  Todo	  ello	  se	  realizó	  con	  el	  programa	  Excel.	  	  	   El	   análisis	   por	   regresión	   no	   lineal	   simple	   se	   realizó	   en	   Excel	   con	   la	  Herramienta	  Solver.	  Se	  aplicó	  para	  la	  determinación	  de	  las	  constantes	  de	  velocidad	  de	   absorción	   aparentes	   (kap)	   en	   cada	   condición	   experimental	   y	   para	   los	  coeficientes	  de	  permeabilidad	  (PAB)	  en	  condiciones	  no	  sink.	  	  	  
2. Pruebas	  de	  comparación	  de	  medias	  	   Se	   han	   utilizado	   pruebas	   paramétricas,	   dado	   que	   se	   cumplen	   las	  condiciones	   de	   normalidad	   y	   homogeneidad	   de	   varianzas	   entre	   los	   grupos.	  Además	   las	   observaciones	   son	   independientes,	   es	   decir,	   el	   valor	   de	   una	  observación	   en	   un	   grupo	   no	   proporciona	   información	   sobre	   el	   valor	   de	   la	  observación	  en	  otro	  grupo.	  	  Las	   pruebas	   paramétricas	   de	   comparación	   entre	   medias	   que	   se	   han	  realizado	  en	  este	  trabajo	  fueron	  las	  siguientes:	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2.1. Análisis	  de	  varianza	  global:	  ANOVA	  de	  un	  factor	  	  Este	   análisis	   se	   realiza	   para	   detectar	   diferencias	   significativas	   entre	   las	  constantes	  de	  absorción	  aparentes	  (kap)	  obtenidas	  en	  las	  diferentes	  condiciones.	  Se	  seleccionó	  un	  nivel	  de	  significación	  α	  de	  0,05	  Asimismo	   se	   aplica	   para	   discriminar	   si	   los	   coeficientes	   de	   permeabilidad	  (PAB)	  varían	  en	  función	  de	  la	  concentración.	  	  
2.2. Prueba	  de	  comparación	  múltiple:	  Prueba	  de	  Scheffé	  	   Esta	  prueba	  se	  basa	  en	  comparar	  todos	  los	  grupos	  de	  valores	  uno	  por	  uno	  con	   todos	   los	   demás	   de	   forma	   independiente,	   para	   poder	   así	   establecer	   las	  diferencias	   significativas	   entre	   dos	   grupos	   de	   datos.	   Se	   seleccionó	   un	   nivel	   de	  significación	  α	  de	  0,05.	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4. Resultados 
	  
A. Zolpidem 	  
1. Validación	  de	  los	  métodos	  analíticos	  	  
1.1. Método	  cromatográfico	  	   Con	  la	  finalidad	  de	  validar	  las	  concentraciones	  obtenidas	  durante	  el	  proceso	  de	  valoración	   de	   las	   muestras	   se	   realizaron	   estudios	   de	   linealidad	   a	   las	   curvas	   de	  calibración	  utilizadas.	  	  En	  la	  tabla	  4-­‐1	  se	  muestra	  el	  coeficiente	  de	  determinación	  “r2”	  de	  las	  curvas	  de	  calibración,	  que	  siempre	  fue	  superior	  a	  0,990.	  	  En	  la	  tabla	  también	  se	  detallan	  los	  errores	  estándar	  (EE)	  de	  la	  ordenada	  en	  el	  origen	  y	  de	  la	  pendiente	  de	  la	  recta.	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   Zolpidem	  (µM)	   Ordenada	  en	  el	  origen	   EE	  	   Pendiente	   EE	  	   r2	  0,012-­‐1,2	   -­‐3799,30	   3487,40	   180268,96	   5226,99	   0,9958	  0,12-­‐12	   -­‐22157,55	   10110,16	   189782,62	   1754,86	   0,9996	  1,2-­‐120	   -­‐47419,98	   34766,36	   188827,63	   557,05	   0,9999	  
Tabla	  4-­‐1.	  Ensayo	  de	  linealidad	  de	  las	  curvas	  de	  calibración	  empleados	  para	  la	  valoración	  de	  las	  muestras	  
por	  HPLC	  a	  las	  distintas	  concentraciones	  de	  Zolpidem	  ensayadas.	  	   En	   la	   tabla	   4-­‐2	   se	   detallan	   los	   resultados	   de	   los	   ensayos	   de	   precisión	   y	  exactitud	   realizados	   sobre	   patrones	   de	   concentración	   conocida	   a	   través	   del	   error	  absoluto	   (Ea)	   y	   error	   relativo	   (Er	  %).	   	   En	   la	   tabla	   4-­‐3	   se	   presentan	   los	   límites	   de	  detección	  y	  cuantificación.	  	   Recta	   0,012-­‐1,2	   0,12-­‐12	   1,2-­‐120	  	   Patrón	  5%	  CTeórica	   0,06	   0,60	   6,00	  CExperimental	   0,07	   0,64	   5,90	  CV	  (%)	   7,63	   4,43	   0,48	  Ea	   0,08	   0,06	   -­‐0,10	  Er	  (%)	   8,3	   6,67	   -­‐1,74	  	   Patrón	  10%	  CTeórica	   0,12	   1,20	   12,00	  CExperimental	   0,13	   1,21	   12,06	  CV	  (%)	   9,20	   0,70	   1,92	  Ea	   0,01	   0,01	   0,06	  Er	  (%)	   9,31	   0,72	   0,50	  	   Patrón	  70%	  CTeórica	   0,84	   8,40	   84,00	  CExperimental	   0,80	   8,27	   84,26	  CV	  (%)	   3,52	   0,68	   0,04	  Ea	   -­‐0,04	   -­‐0,13	   0,26	  Er	  (%)	   -­‐4,64	   -­‐1,56	   0,31	  
Tabla	  4-­‐2.	  Ensayo	  de	  exactitud	  y	  precisión	  de	  las	  curvas	  de	  calibración	  empleadas	  para	  la	  valoración	  de	  
las	  muestras	  a	  distintas	  concentraciones	  de	  Zolpidem	  ensayadas.	  	   Zolpidem	  (µM)	   Límite	  de	  	  detección	  (µM)	   Límite	  de	  	  cuantificación	  (µM)	  0,012-­‐1,2	   0,06	   0,19	  0,12-­‐12	   0,16	   0,48	  1,2-­‐120	   0,61	   1,84	  
Tabla	  4-­‐3.	  Límites	  de	  detección	  y	  cuantificación	  en	  de	  la	  técnica	  de	  valoración	  empleada	  para	  determinar	  
la	  concentración	  de	  Zolpidem	  en	  las	  muestras.	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1.2. Método	  espectrofotométrico	  	   Se	  estudió	  la	  linealidad	  de	  las	  curvas	  de	  calibración	  utilizadas	  para	  valorar	  las	  muestras	   a	   los	   pH	   1,2;	   4,5	   y	   6,8	   cuyos	   intervalos	   de	   concentración	   fueron	   entre	  1,33⋅10-­‐2	   y	   6,65⋅10-­‐4	  mg/mL.	   	   En	   la	   tabla	   4-­‐4	   se	   pueden	   observar	   el	   coeficiente	   de	  determinación	  “r2”	  de	  las	  curvas	  de	  calibración,	  que	  siempre	  fue	  superior	  a	  0,990.	  	  En	  la	  tabla	  también	  se	  detallan	  los	  errores	  estándar	  (EE)	  de	  la	  ordenada	  en	  el	  origen	  y	  de	  la	  pendiente	  de	  la	  recta.	  	   pH	   Ordenada	  en	  el	  origen	   EE	   Pendiente	   EE	   r2	  1,2	   -­‐2,10⋅10-­‐3	   2,54⋅10-­‐3	   57,21	   0,30	   0,9999	  4,5	   -­‐5,25⋅10-­‐3	   3,54⋅10-­‐3	   55,59	   0,40	   0,9998	  6,8	   2,04⋅10-­‐3	   4,74⋅10-­‐3	   85,52	   0,53	   0,9999	  
Tabla	  4-­‐4.	  Ensayo	  de	  linealidad	  de	  las	  curvas	  de	  calibración	  empleados	  para	  la	  valoración	  de	  las	  muestras	  
de	  perfiles	  de	  disolución	  de	  Zolpidem	  por	  espectrofotometría	  a	  los	  distintos	  pH	  estudiados.	  	   En	   la	   tabla	   4-­‐5	   se	   detallan	   los	   resultados	   de	   los	   ensayos	   de	   precisión	   y	  exactitud	   realizados	   sobre	   patrones	   de	   concentración	   conocida	   a	   través	   del	   error	  absoluto	  (Ea)	  y	  error	  relativo	  (Er	  %).	  	  	  	   Recta	   pH	  1,2	   pH	  4,5	   pH	  6,8	  	   Patrón	  10%	  CTeórica	   1,33⋅10-­‐3	   1,33⋅10-­‐3	   1,33⋅10-­‐3	  CExperimental	   1,39⋅10-­‐3	   1,43⋅10-­‐3	   1,37⋅10-­‐3	  CV	  (%)	   4,68	   4,21	   5,11	  Ea	   6,43⋅10-­‐5	   9,56⋅10-­‐5	   3,76⋅10-­‐5	  Er	  (%)	   4,83	   7,19	   2,83	  	   Patrón	  50%	  CTeórica	   6,65⋅10-­‐3	   6,65⋅10-­‐3	   6,65⋅10-­‐3	  CExperimental	   6,62⋅10-­‐3	   6,66⋅10-­‐3	   6,68⋅10-­‐3	  CV	  (%)	   1,93	   4,25	   1,42	  Ea	   -­‐2,89⋅10-­‐5	   1,00⋅10-­‐5	   2,60⋅10-­‐5	  Er	  (%)	   -­‐0,43	   0,15	   0,39	  	   Patrón	  80%	  CTeórica	   1,06⋅10-­‐2	   1,06⋅10-­‐2	   1,06⋅10-­‐2	  CExperimental	   1,03⋅10-­‐2	   1,03⋅10-­‐2	   1,08⋅10-­‐2	  CV	  (%)	   2,90	   3,17	   1,28	  Ea	   -­‐3,14⋅10-­‐4	   -­‐3,46⋅10-­‐4	   1,28⋅10-­‐4	  Er	  (%)	   -­‐2,95	   -­‐3,26	   1,21	  
Tabla	  4-­‐5.	  Ensayo	  de	  exactitud	  y	  precisión	  de	  las	  curvas	  de	  calibración	  empleadas	  para	  la	  valoración	  de	  
las	  muestras	  de	  perfiles	  de	  disolución	  de	  Zolpidem	  a	  distintos	  pH.	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2. Concentración	  de	  saturación	  	   En	   la	   tabla	  4-­‐6	  se	  muestran	   las	  concentraciones	  experimentales	  de	  Zolpidem	  individualmente	  y	  promedio	  en	   condición	  de	   saturación	  a	  partir	  de	   la	   sal	  Zolpidem	  Hemitartrato	  a	  cada	  pH	  estudiado	  y	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  muestreo.	  	  En	  la	  gráfica	  4-­‐1	  se	  muestra	  el	  perfil	  de	  solubilidad-­‐pH.	  	   pH	   Tiempo	  (h)	   Concentración	  (mg/mL)	   Promedio	   Desviación	  estándar	   CV(%)	   Do	  
1,2	   18	   36,19	   39,97	   5,36	   13,40	  
0,91⋅10-­‐03	  
43,76	  24	   47,74	   48,24	   0,70	   1,46	  48,73	  	   	   	   44,11	   5,70	   12,92	  
4,5	   18	   34,21	   33,76	   0,64	   1,90	  
1,41⋅10-­‐03	  
33,30	  24	   23,01	   23,13	   0,17	   0,75	  23,25	  	   	   	   28,44	   6,15	   21,62	  
6,8	   18	   6,39	   6,06	   0,47	   7,77	  
6,32⋅10-­‐03	  
5,73	  24	   6,40	   6,60	   0,28	   4,30	  6,81	  	   	   	   6,33	   0,45	   7,04	  
Tabla	  4-­‐6.	  Concentración	  de	  saturación	  de	  Zolpidem	  a	  los	  distintos	  pH	  estudiados.	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐1.	  	  Perfil	  de	  solubilidad	  en	  función	  del	  pH	  de	  Zolpidem	  a	  37	  ºC.	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3. Coeficiente	  de	  reparto	  	   En	  la	  tabla	  4-­‐7	  se	  especifican	  los	  valores	  individuales	  y	  promedios	  de	  reparto	  en	  n-­‐octanol	  y	  solución	  acuosa	  tamponada	  a	  pH	  6,8	  (D6,8).	  	   Tiempo	  (h)	   D	  solución	  0,098	  mg/mL	   D	  solución	  0,042	  mg/mL	   Promedio	   Desviación	  estándar	   CV(%)	   Log	  D6,8	  
1	   201,95	   211,96	  
219,09	   7,87	   3,59	   2,34	  
1	   	   223,41	  
2	   213,46	   222,04	  
4	   215,06	   232,39	  
4	   219,95	   227,33	  
24	   221,41	   213,21	  
24	   220,94	   225,03	  
Tabla	  4-­‐7.	  Coeficientes	  de	  reparto	  (D6,8)	  en	  n-­‐octanol	  de	  Zolpidem	  a	  partir	  de	  dos	  concentraciones	  de	  
solución	  acuosa.	  	  
4. Ensayos	  in	  vitro	  en	  células	  Caco-­‐2	  para	  determinar	  la	  
permeabilidad	  de	  Zolpidem	  	   Las	   tablas	   que	   se	   muestran	   a	   continuación	   (4-­‐8,	   4-­‐9,	   4-­‐10,	   4-­‐11	   y	   4-­‐12)	  corresponden	  a	  las	  concentraciones	  experimentales	  obtenidas	  en	  el	  compartimiento	  receptor,	  de	  los	  estudios	  de	  soluciones	  de	  Zolpidem	  a	  diferentes	  concentraciones.	  	  Para	   la	   estimación	   de	   la	   permeabilidad	   se	   ha	   utilizado	   en	   todos	   los	   casos	   la	  aproximación	  no	  lineal	  (ecuación	  3-­‐5).	  	  	  	  	   Zolpidem	  120	  µM	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   16,66	   14,29	   15,79	  30	   19,19	   18,39	   20,26	  60	   28,00	   26,53	   32,56	  90	   32,49	   30,68	   38,36	  Peff	  (cm/s)	   4,14⋅10-­‐05	   3,95⋅10-­‐05	   5,94⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   4,68⋅10-­‐05	  +	  1,10⋅10-­‐05	  
Tabla	  4-­‐8.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  120	  µM	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	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Zolpidem	  52	  µM	  	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   3,88	   3,58	   1,92	  30	   9,70	   9,55	   10,27	  60	   14,88	   15,35	   13,86	  90	   16,89	   15,86	   15,60	  Peff	  (cm/s)	   6,83⋅10-­‐05	   6,38⋅10-­‐05	   6,24⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   6,48⋅10-­‐05	  +	  3,11⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐9.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  52	  µM	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Zolpidem	  12	  µM	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,50	   0,33	   0,28	  30	   0,87	   1,12	   1,09	  60	   2,00	   2,19	   2,25	  90	   3,04	   3,65	   3,42	  Peff	  (cm/s)	   4,91⋅10-­‐05	   6,42⋅10-­‐05	   5,98⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   5,77⋅10-­‐05	  +	  7,76⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐10.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  12	  µM	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Zolpidem	  5,2	  µM	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,28	   0,13	   0,19	  30	   0,54	   0,47	   0,55	  60	   0,89	   0,86	   0,91	  90	   1,31	   1,17	   1,22	  Peff	  (cm/s)	   6,71⋅10-­‐05	   6,15⋅10-­‐05	   6,29⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   6,39⋅10-­‐05	  +	  2,89⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐11.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  5,2	  µM	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	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Zolpidem	  12	  µM	  -­‐	  Azida	  sódica	  1	  mM	  	  	  	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,97	   0,72	   1,00	  30	   1,10	   0,93	   1,11	  60	   2,08	   2,46	   2,61	  90	   3,16	   3,34	   3,33	  Peff	  (cm/s)	   4,64⋅10-­‐05	   5,60⋅10-­‐05	   5,31⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   5,19⋅10-­‐05	  +	  4,90⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐12.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  12	  µM	  en	  presencia	  de	  Azida	  sódica	  1mM	  	  en	  la	  línea	  
celular	  Caco-­‐2.	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐2.	  Representación	  gráfica	  de	  las	  permeabilidades	  de	  las	  distintas	  concentraciones	  de	  Zolpidem	  y	  
de	  la	  solución	  de	  Zolpidem	  en	  presencia	  de	  Azida	  Sódica.	  	  	   A	   continuación	   se	   detallan	   los	   análisis	   estadísticos	   de	   comparación	   de	   las	  permeabilidades	   obtenidas	   para	   cada	   inserto	   en	   las	   distintas	   concentraciones	  ensayadas.	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  2,37	   0,12	   NS	  ANOVA	   0,08	   NS	  
Tabla	  4-­‐13.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
permeabilidades	  apical-­‐basolateral	  de	  distintas	  concentraciones	  de	  Zolpidem	  (µM).	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5. Perfiles	  de	  disolución	  	   En	  las	  tablas	  4-­‐14,	  4-­‐15	  y	  4-­‐16	  se	  resumen	  los	  valores	  de	  medios	  de	  porcentaje	  disuelto	   de	   Zolpidem	   en	   función	   del	   tiempo	   del	   producto	   de	   referencia	   y	   las	  formulaciones	  BE-­‐B	  y	  BE	  en	  los	  medios	  recomendados	  por	   la	  guía	  de	  bioexenciones	  de	   la	  EMA.	   	  Estos	  medios	   fueron	  preparados	  según	   lo	  establecido	  en	   la	  Ph.Eur..	  Las	  representaciones	  gráficas	  de	  estos	  perfiles	  se	  pueden	  observar	  en	  las	  gráficas	  4-­‐3,	  4-­‐4	  y	  4-­‐5.	  	   pH	  1,2.	  Tampón	  50	  mM-­‐Cloruro.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐B	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   62,24	  +	  4,63	   7,43	   54,18	  +	  4,02	   7,43	   85,72	  +	  4,98	   5,81	  10	   92,96	  +	  3,85	   4,14	   90,19	  +	  4,38	   4,85	   95,48	  +	  6,22	   6,51	  15	   96,86	  +	  1,13	   1,17	   99,05	  +	  1,02	   1,03	   98,06	  +	  1,25	   1,28	  20	   96,94	  +	  0,69	   0,71	   99,64	  +	  1,05	   1,05	   97,72	  +	  1,33	   1,36	  30	   97,46	  +	  0,62	   0,64	   99,64	  +	  1,23	   1,23	   97,70	  +	  1,28	   1,31	  45	   97,98	  +	  0,59	   0,60	   100,31	  +	  1,20	   1,19	   97,30	  +	  1,28	   1,32	  60	   97,90	  +	  0,61	   0,63	   100,01	  +	  1,50	   1,50	   97,60	  +	  1,10	   1,13	  
Tabla	  4-­‐14.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Zolpidem	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  1,2;	  50	  mM	  de	  
Cloruro	  de	  Sodio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐3.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  entre	  el	  producto	  de	  referencia	  y	  las	  formulaciones	  BE-­‐B	  y	  
BE	  de	  Zolpidem	  a	  pH	  1,2;	  tampón	  50	  mM	  (Cloruro).	  (n=6).	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   pH	  4,5.	  Tampón	  36,5	  mM-­‐Acetato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐B	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   83,03	  +	  6,08	   7,32	   65,68	  +	  4,59	   6,99	   99,79	  +	  3,59	   3,60	  10	   98,44	  +	  1,75	   1,78	   96,58	  +	  2,45	   2,54	   107,60	  +	  1,23	   1,14	  15	   102,81	  +	  1,14	   1,11	   100,08	  +	  1,40	   1,40	   107,62	  +	  1,34	   1,25	  20	   103,36	  +	  1,32	   1,28	   100,26	  +	  1,58	   1,58	   107,95	  +	  1,35	   1,25	  30	   103,57	  +	  1,34	   1,29	   100,48	  +	  1,30	   1,30	   108,00	  +	  1,21	   1,12	  45	   103,61	  +	  1,36	   1,31	   100,25	  +	  1,59	   1,59	   108,13	  +	  1,11	   1,03	  60	   103,71	  +	  1,38	   1,33	   	  	  	  100,24	  +	  1,46	   1,45	   108,12	  +	  1,17	   1,08	  
Tabla	  4-­‐15.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Zolpidem	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  4,5;	  36,5	  mM	  de	  
Acetato	  de	  Sodio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  	  
Gráfica	  4-­‐4.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐B	  y	  BE	  de	  
Zolpidem	  a	  pH	  4,5;	  tampón	  36,5	  mM	  (Acetato).	  (n=6).	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   pH	  6,8.	  Tampón	  50	  mM-­‐Fosfato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐B	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   79,80	  +	  4,22	   5,29	   57,90	  +	  5,92	   10,23	   49,56	  +	  3,25	   6,56	  10	   96,46	  +	  3,74	   3,88	   85,93	  +	  0,88	   1,02	   77,64	  +	  1,07	   1,37	  15	   101,16	  +	  3,01	   2,98	   92,74	  +	  1,80	   1,94	   88,41	  +	  1,13	   1,28	  20	   102,53	  +	  2,60	   2,53	   95,70	  +	  1,94	   2,03	   93,99	  +	  1,41	   1,50	  30	   103,41	  +	  1,96	   1,89	   98,58	  +	  2,19	   2,22	   99,02	  +	  1,41	   1,42	  45	   103,61	  +	  1,55	   1,50	   100,20	  +	  2,20	   2,19	   100,68	  +	  1,72	   1,71	  60	   103,75	  +	  1,42	   1,37	   	  	  	  101,01	  +	  2,32	   2,29	   100,86	  +	  1,58	   1,57	  
Tabla	  4-­‐16.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Zolpidem	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  6,8;	  50	  mM	  de	  
Fosfato	  de	  diácido	  de	  Potasio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐5.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐B	  y	  BE	  de	  
Zolpidem	  a	  pH	  6,8;	  tampón	  50	  mM	  (Fosfato).	  (n=6).	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En	  las	  tablas	  4-­‐17	  a	  4-­‐19	  se	  presentan	  los	  resultados	  medios	  del	  porcentaje	  de	  Zolpidem	  disueltos	  desde	   las	   tres	   formulaciones	  ensayadas	  en	  medios	  a	   los	  pH	  2,0;	  6,0	  y	  6,5.	  	  Estos	  medios	  fueron	  preparados	  según	  lo	  descrito	  en	  la	  Ph.Eur..	  Así	  mismo,	  se	  pueden	  observar	  las	  gráficas	  de	  porcentaje	  de	  disolución	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  estos	  mismos	  medios	  en	  las	  gráficas	  4-­‐6,	  4-­‐7	  y	  4-­‐8.	  	  	   pH	  2,0.	  Tampón	  50	  mM-­‐Cloruro.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐B	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   75,31	  +	  8,87	   11,77	   67,94	  +	  6,62	   9,74	   96,41	  +	  2,78	   2,88	  10	   96,55	  +	  4,13	   4,27	   98,52	  +	  1,56	   1,58	   101,53	  +	  2,04	   2,01	  15	   102,30	  +	  3,12	   3,05	   100,81	  +	  1,31	   1,30	   101,64	  +	  2,11	   2,07	  20	   103,44	  +	  2,11	   2,04	   102,03	  +	  0,74	   0,72	   101,62	  +	  2,08	   2,05	  30	   103,56	  +	  3,12	   3,01	   101,38	  +	  0,86	   0,85	   102,17	  +	  2,00	   1,95	  45	   103,61	  +	  2,77	   2,68	   101,38	  +	  0,73	   0,72	   101,93	  +	  1,95	   1,92	  60	   103,49	  +	  2,07	   2,00	   101,57	  +	  0,88	   0,87	   102,17	  +	  1,90	   1,86	  
Tabla	  4-­‐17.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Zolpidem	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  2,0;	  50	  mM	  de	  
Cloruro	  de	  Sodio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  
	  
	  
	  
Gráfica	  4-­‐6.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐B	  y	  BE	  de	  
Zolpidem	  a	  pH	  2,0;	  tampón	  50	  mM	  (Cloruro).	  (n=6).	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   pH	  6,0.	  Tampón	  50	  mM-­‐Fosfato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐B	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   79,87	  +	  7,93	   9,93	   67,41	  +	  7,50	   11,12	   71,89	  +	  6,09	   8,47	  10	   96,27	  +	  5,04	   5,23	   96,18	  +	  2,38	   2,48	   96,10	  +	  2,37	   2,47	  15	   101,45	  +	  3,20	   3,15	   98,71	  +	  1,20	   1,22	   100,11	  +	  2,57	   2,56	  20	   102,86	  +	  2,61	   2,54	   99,15	  +	  1,06	   1,07	   100,56	  +	  2,61	   2,59	  30	   102,75	  +	  2,68	   2,60	   99,47	  +	  0,88	   0,88	   100,86	  +	  2,35	   2,33	  45	   103,27	  +	  2,50	   2,42	   99,42	  +	  0,94	   0,95	   100,78	  +	  2,51	   2,49	  60	   103,05	  +	  2,44	   2,37	   	  	  	  100,47	  +	  1,36	   1,36	   101,01	  +	  2,32	   2,30	  
Tabla	  4-­‐18.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Zolpidem	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  6,0;	  50	  mM	  de	  
Fosfato	  diácido	  de	  Potasio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐7.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐B	  y	  BE	  de	  
Zolpidem	  a	  pH	  6,0;	  tampón	  50	  mM	  (Fosfato).	  (n=6).	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
0	  
20	  
40	  
60	  
80	  
100	  
120	  
0	   10	   20	   30	   40	   50	   60	   70	  
%
	  d
is
ue
lto
	  
Tiempo	  (min)	  
Referencia	  
BE-­‐B	  
BE	  
Resultados	  
	  107	  
	  	   pH	  6,5.	  Tampón	  50	  mM-­‐Fosfato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐B	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   77,59	  +	  13,73	   17,70	   76,42	  +	  6,85	   8,96	   58,54	  +	  2,76	   4,71	  10	   86,99	  +	  11,06	   12,71	   96,74	  +	  2,62	   2,71	   87,21	  +	  2,13	   2,45	  15	   94,84	  +	  8,45	   8,91	   100,16	  +	  2,18	   2,18	   95,32	  +	  2,36	   2,48	  20	   100,31	  +	  3,46	   3,45	   101,22	  +	  1,89	   1,86	   98,58	  +	  2,51	   2,55	  30	   103,85	  +	  1,82	   1,75	   102,15	  +	  1,88	   1,84	   100,82	  +	  3,07	   3,05	  45	   104,81	  +	  2,11	   2,01	   102,79	  +	  1,68	   1,64	   101,63	  +	  2,41	   2,37	  60	   104,73	  +	  2,08	   1,99	   	  	  	  103,00	  +	  1,81	   1,76	   101,70	  +	  2,42	   2,38	  
Tabla	  4-­‐19.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Zolpidem	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  6,5;	  50	  mM	  de	  
Fosfato	  diácido	  de	  Potasio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  
	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐8.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐B	  y	  BE	  de	  
Zolpidem	  a	  pH	  6,5;	  tampón	  50	  mM	  (Fosfato).	  (n=6).	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En	  las	  tablas	  4-­‐20	  a	  4-­‐23	  se	  presentan	  los	  resultados	  medios	  del	  porcentaje	  de	  Zolpidem	  disueltos	  desde	   las	   tres	   formulaciones	  ensayadas	  en	  medios	  a	   los	  pH	  1,2;	  6,0;	   6,5	   y	   6,8	   de	   menor	   concentración	   iónica	   que	   la	   establecida	   en	   la	   Ph.Eur..	   La	  representación	  gráfica	  de	  estos	  resultados	  puede	  observarse	  en	  las	  gráficas	  4-­‐9	  a	  4-­‐11,	  respectivamente.	  	  	   pH	  1,2.	  Tampón	  5	  mM-­‐Cloruro.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐B	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   57,42	  +	  12,30	   21,41	   	  	  48,59	  +	  12,11	   24,91	   90,14	  +	  4,39	   4,87	  10	   93,38	  +	  7,02	   7,52	   90,64	  +	  4,35	   4,80	   97,66	  +	  1,19	   1,22	  15	   99,26	  +	  2,67	   2,69	   96,06	  +	  1,25	   1,30	   97,81	  +	  1,06	   1,08	  20	   101,07	  +	  2,19	   2,17	   96,86	  +	  0,81	   0,83	   100,70	  +	  7,49	   7,44	  30	   101,30	  +	  1,84	   1,82	   97,05	  +	  0,76	   0,79	   97,72	  +	  1,01	   1,04	  45	   101,12	  +	  1,00	   0,99	   97,97	  +	  0,78	   0,80	   97,76	  +	  1,10	   1,12	  60	   102,32	  +	  3,38	   3,30	   98,19	  +	  1,18	   1,21	   97,90	  +	  1,19	   1,22	  
Tabla	  4-­‐20.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Zolpidem	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  1,2;	  5	  mM	  de	  
Cloruro	  de	  Sodio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  
	  
	  
	  
	  
Gráfica	  4-­‐9.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐B	  y	  BE	  de	  
Zolpidem	  a	  pH	  1,2;	  tampón	  5	  mM	  (Cloruro).	  (n=6).	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   pH	  6,0.	  Tampón	  10	  mM-­‐Fosfato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐B	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   86,15	  +	  5,79	   6,72	   85,06	  +	  7,18	   8,44	   79,17	  +	  5,37	   6,78	  10	   99,77	  +	  2,73	   2,74	   100,02	  +	  2,29	   2,28	   102,46	  +	  2,58	   2,52	  15	   103,66	  +	  1,46	   1,41	   101,51	  +	  1,21	   1,19	   105,22	  +	  2,26	   2,14	  20	   104,77	  +	  1,41	   1,34	   101,92	  +	  1,46	   1,43	   106,34	  +	  2,85	   2,68	  30	   104,79	  +	  1,33	   1,27	   102,20	  +	  1,25	   1,22	   106,59	  +	  2,79	   2,61	  45	   104,67	  +	  1,17	   1,12	   102,03	  +	  1,48	   1,45	   106,78	  +	  2,26	   2,12	  60	   104,83	  +	  1,49	   1,42	   102,30	  +	  1,23	   1,21	   106,48	  +	  2,78	   2,61	  
Tabla	  4-­‐21.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Zolpidem	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  6,0;	  10	  mM	  de	  
Fosfato	  diácido	  de	  Potasio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐10.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐B	  y	  BE	  de	  
Zolpidem	  a	  pH	  6,0;	  tampón	  10	  mM	  (Fosfato).	  (n=6).	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   pH	  6,5.	  Tampón	  10	  mM-­‐Fosfato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐B	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   76,59	  +	  10,34	   13,50	   71,50	  +	  6,97	   9,75	   72,66	  +	  3,43	   4,72	  10	   92,38	  +	  6,58	   7,12	   97,27	  +	  1,07	   1,10	   95,54	  +	  1,35	   1,41	  15	   99,82	  +	  2,31	   2,31	   99,07	  +	  1,56	   1,58	   99,16	  +	  1,39	   1,40	  20	   101,91	  +	  0,52	   0,51	   99,22	  +	  2,48	   2,50	   100,53	  +	  1,64	   1,63	  30	   102,59	  +	  1,23	   1,20	   99,77	  +	  1,86	   1,86	   101,47	  +	  1,51	   1,49	  45	   102,60	  +	  1,16	   1,13	   100,04	  +	  1,74	   1,74	   101,61	  +	  1,38	   1,36	  60	   102,77	  +	  1,20	   1,16	   100,05	  +	  1,70	   1,70	   101,66	  +	  1,50	   1,47	  
Tabla	  4-­‐22.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Zolpidem	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  6,5;	  10	  mM	  de	  
Fosfato	  diácido	  de	  Potasio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  	  
Gráfica	  4-­‐11.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐B	  y	  BE	  de	  
Zolpidem	  a	  pH	  6,5;	  tampón	  10	  mM	  (Fosfato).	  (n=6).	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   pH	  6,8.	  Tampón	  10	  mM-­‐Fosfato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐B	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   72,55	  +	  10,56	   14,56	   57,43	  +	  7,79	   13,57	   78,07	  +	  6,35	   8,13	  10	   82,49	  +	  7,54	   9,14	   83,38	  +	  3,04	   3,64	   97,12	  +	  1,88	   1,94	  15	   87,98	  +	  4,27	   4,85	   87,33	  +	  1,96	   2,25	   101,60	  +	  1,33	   1,31	  20	   89,81	  +	  1,60	   1,78	   88,14	  +	  1,91	   2,17	   103,29	  +	  1,54	   1,49	  30	   90,55	  +	  0,72	   0,79	   88,73	  +	  1,44	   1,62	   104,30	  +	  1,66	   1,60	  45	   90,25	  +	  0,74	   0,82	   88,99	  +	  1,69	   1,90	   104,23	  +	  1,40	   1,35	  60	   90,18	  +	  0,86	   0,95	   89,08	  +	  1,80	   2,02	   104,57	  +	  1,40	   1,34	  
Tabla	  4-­‐23.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Zolpidem	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  6,8;	  10	  mM	  de	  
Fosfato	  diácido	  de	  potasio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  	  
Gráfica	  4-­‐12.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐B	  y	  BE	  de	  
Zolpidem	  a	  pH	  6,8;	  tampón	  10	  mM	  (Fosfato).	  (n=6).	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En	  la	  tabla	  4-­‐24	  se	  muestran	  los	  porcentajes	  disueltos	  de	  Zolpidem	  desde	  las	  diferentes	   formulaciones	  estudiadas	  en	  un	  medio	  a	  pH	  4,5	  que	  fue	  preparado	  a	  una	  concentración	  de	  10	  mM	  de	  fosfato	  diácido	  de	  potasio.	  	  La	  representación	  gráfica	  de	  estos	  resultados	  se	  puede	  observar	  en	  la	  gráfica	  4-­‐13.	  	  	   pH	  4,5.	  Tampón	  10	  mM-­‐Fosfato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐B	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   81,13	  +	  8,64	   10,65	   65,62	  +	  8,78	   13,38	   90,90	  +	  3,81	   4,19	  10	   95,17	  +	  5,03	   5,29	   95,44	  +	  2,06	   2,15	   98,99	  +	  2,06	   2,08	  15	   100,52	  +	  2,30	   2,29	   98,62	  +	  2,28	   2,31	   99,53	  +	  1,90	   1,91	  20	   102,27	  +	  1,95	   1,91	   99,02	  +	  1,98	   2,00	   99,69	  +	  2,07	   2,07	  30	   102,17	  +	  0,89	   0,87	   99,44	  +	  1,84	   1,85	   100,06	  +	  2,00	   2,00	  45	   101,96	  +	  1,11	   1,09	   99,55	  +	  1,83	   1,84	   100,20	  +	  2,08	   2,08	  60	   102,05	  +	  1,02	   1,00	   99,83	  +	  1,75	   1,75	   100,25	  +	  2,00	   1,99	  
Tabla	  4-­‐24.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Zolpidem	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  4,5;	  10	  mM	  de	  
Fosfato	  diácido	  de	  Potasio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐13.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐B	  y	  BE	  de	  
Zolpidem	  a	  pH	  4,5;	  tampón	  10	  mM	  (Fosfato).	  (n=6).	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6. Ensayos	   in	  vitro	   en	   células	  Caco-­‐2	  para	  determinar	   el	  
efecto	   de	   la	   formulación	   sobre	   la	   permeabilidad	   de	  
Zolpidem	  	   A	   continuación	   se	   presentan	   las	   tablas	   que	   muestran	   las	   concentraciones	  experimentales	   obtenidas	   en	   el	   compartimiento	   receptor,	   de	   los	   estudios	   de	  soluciones	  de	  Zolpidem	  preparadas	  a	  partir	  de	  los	  productos	  estudiados	  (Referencia,	  BE-­‐B	  y	  BE).	  	  Para	  la	  estimación	  de	  la	  permeabilidad	  se	  ha	  utilizado	  en	  todos	  los	  casos	  la	  aproximación	  no	  lineal	  (ecuación	  3-­‐5).	  	  	  	  	  	   Zolpidem	  52	  µM	  (Referencia)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   5,22	   4,56	   3,11	  30	   11,54	   7,84	   8,27	  60	   15,94	   14,	  78	   14,73	  90	   17,95	   17,25	   16,47	  Peff	  (cm/s)	   7,16⋅10-­‐05	   7,10⋅10-­‐05	   6,89⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   7,05⋅10-­‐05	  +	  1,44⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐25.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  52	  µM	  preparada	  a	  partir	  del	  producto	  Referencia	  en	  la	  
línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Zolpidem	  52	  µM	  (BE-­‐B)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   3,85	   4,20	   5,26	  30	   5,14	   0,33	   8,79	  60	   13,09	   14,16	   15,77	  90	   14,18	   15,78	   19,11	  Peff	  (cm/s)	   5,53⋅10-­‐05	   6,85⋅10-­‐05	   8,25⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   6,88⋅10-­‐05	  +	  1,36⋅10-­‐05	  
Tabla	  4-­‐26.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  52	  µM	  preparada	  a	  partir	  de	  la	  formulación	  BE-­‐B	  en	  la	  
línea	  celular	  Caco-­‐2.	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   Zolpidem	  52	  µM	  (BE)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   3,77	   3,00	   9,54	  30	   9,08	   8,15	   8,04	  60	   13,86	   11,96	   14,20	  90	   14,71	   15,71	   16,34	  Peff	  (cm/s)	   5,50⋅10-­‐05	   6,03⋅10-­‐05	   5,16⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   5,56⋅10-­‐05	  +	  4,42⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐27.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  52	  µM	  preparada	  a	  partir	  de	  la	  formulación	  BE	  en	  la	  
línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐14.	  Representación	  gráfica	  de	  la	  permeabilidad	  de	  las	  distintas	  formulaciones	  de	  Zolpidem	  
estudiadas.	  	   En	   la	   tabla	   4-­‐28	   se	  muestran	   los	   análisis	   estadísticos	   de	   comparación	   de	   las	  permeabilidades	   obtenidas	   para	   cada	   inserto	   en	   las	   distintas	   formulaciones	  ensayadas.	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  2,48	   0,16	   NS	  ANOVA	   0,13	   NS	  
Tabla	  4-­‐28.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
permeabilidades	  apical-­‐basolateral	  de	  las	  distintas	  formulaciones	  de	  Zolpidem	  y	  del	  fármaco	  (µM)	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7. Ensayos	   in	   situ	   para	   determinar	   el	   efecto	   de	   la	  
formulación	  sobre	  la	  permeabilidad	  de	  Zolpidem	  
	   En	   las	   tablas	  que	  se	  muestran	  a	  continuación,	  se	  presentan	   los	  resultados	  de	  los	  experimentos	  individuales	  realizados	  in	  situ	  con	  soluciones	  preparadas	  a	  partir	  de	  los	  tres	  productos	  de	  Zolpidem	  estudiados.	  	  	   Concentración	  remanente	  de	  Zolpidem	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  40	  µg/mL	  (Referencia)	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	   5	   6	  5	   	  27,22	  	   	  28,73	  	   23,67	   	  28,38	  	   	  19,85	  	   	  22,60	  	   25,07	   3,59	  10	   	  22,74	  	   	  22,48	  	   20,18	   	  23,73	  	   	  14,86	  	   	  17,20	  	   20,20	   3,51	  15	   	  19,12	  	   	  18,72	  	   15,65	   	  18,56	  	   	  10,01	  	   	  12,91	  	   15,83	   3,72	  20	   	  16,71	  	   	  15,27	  	   13,49	   	  14,88	  	   	  7,32	  	   	  8,98	  	   12,78	   3,76	  25	   	  14,16	  	   	  13,38	  	   11,36	   	  12,54	  	   	  4,41	  	   	  6,99	  	   10,47	   3,90	  30	   	  11,88	  	   	  9,86	  	   9,19	   	  10,26	  	   	  2,97	  	   	  4,98	  	   8,19	   3,44	  Vr	  (mL)	   5,6	   4,3	   4,4	   6,4	   6,5	   6,0	   5,53	   0,97	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   2,78	   3,67	   3,44	   3,09	   4,77	   3,73	   3,58	   0,68	  Ao	  (µg/mL)	   	  32,31	  	   	  35,79	  	   	  29,49	  	   35,42	   28,84	   30,71	   32,09	   2,97	  
Tabla	  4-­‐29.	  Concentración	  de	  Zolpidem	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  tiempos	  de	  
muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  a	  una	  concentración	  de	  40	  µg/mL	  (52	  
µM)	  preparada	  a	  partir	  del	  producto	  Referencia.	  	   Concentración	  remanente	  de	  Zolpidem	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  40	  µg/mL	  (BE-­‐B)	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	   5	   6	  5	   	  32,81	  	   	  31,59	  	   	  34,66	  	   	  35,13	  	   	  21,06	  	   	  21,25	  	   29,42	   6,53	  10	   	  24,26	  	   	  23,14	  	   	  27,96	  	   	  28,09	  	   	  17,28	  	   	  17,08	  	   22,97	   4,90	  15	   	  20,07	  	   	  19,39	  	   	  18,25	  	   	  20,85	  	   	  13,39	  	   	  12,95	  	   17,48	   3,45	  20	   	  15,58	  	   	  15,46	  	   	  13,81	  	   	  17,26	  	   	  10,23	  	   	  9,66	  	   13,67	   3,09	  25	   	  14,36	  	   	  13,67	  	   	  12,18	  	   	  14,15	  	   	  8,39	  	   	  8,15	  	   11,82	   2,85	  30	   	  9,95	  	   	  11,92	  	   	  8,65	  	   	  11,42	  	   	  5,29	  	   	  5,95	  	   8,86	   2,77	  Vr	  (mL)	   	  5,20	  	   	  5,90	  	   	  6,20	  	   	  6,30	  	   	  7,10	  	   	  7,40	  	   6,35	   0,80	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   3,70	   3,30	   4,09	   3,42	   3,36	   3,36	   3,54	   0,30	  Ao	  (µg/mL)	   	  41,14	  	   	  38,25	  	   	  47,12	  	   	  44,57	  	   	  27,52	  	   	  27,63	  	   37,71	   8,40	  
Tabla	  4-­‐30.	  Concentración	  de	  Zolpidem	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  tiempos	  de	  
muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  a	  una	  concentración	  de	  40	  µg/mL	  (52	  
µM)	  	  	  preparada	  a	  partir	  de	  la	  formulación	  BE-­‐B.	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Concentración	  remanente	  de	  Zolpidem	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  40	  µg/mL	  (BE)	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	   5	   6	  5	   	  27,82	  	   	  22,66	  	   	  20,39	  	   	  24,11	  	   	  21,78	  	   	  23,44	  	   23,37	   2,54	  10	   	  22,15	  	   	  18,17	  	   	  15,13	  	   	  20,40	  	   	  13,26	  	   	  17,98	  	   17,85	   3,27	  15	   	  16,51	  	   	  13,08	  	   	  12,48	  	   	  12,14	  	   	  9,69	  	   	  13,52	  	   12,90	   2,21	  20	   	  13,18	  	   	  9,67	  	   	  8,94	  	   	  9,18	  	   	  5,92	  	   	  9,66	  	   9,42	   2,32	  25	   	  9,92	  	   	  6,49	  	   	  8,35	  	   	  6,12	  	   	  5,28	  	   	  7,34	  	   7,25	   1,68	  30	   	  7,17	  	   	  3,80	  	   	  5,45	  	   	  5,23	  	   	  3,49	  	   	  4,88	  	   5,00	   1,32	  Vr	  (mL)	   6,10	  	   	  5,80	  	   	  4,40	  	   	  4,90	  	   	  6,00	  	   	  5,90	  	   5,70	   0,93	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   3,55	   4,35	   4,17	   4,83	   5,51	   3,96	   4,40	   0,69	  Ao	  (µg/mL)	   	  36,54	  	   	  31,74	  	   	  26,52	  	   	  34,90	  	   	  32,14	  	   	  31,92	  	   32,29	   3,42	  
Tabla	  4-­‐31.	  Concentración	  de	  Zolpidem	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  tiempos	  de	  
muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  a	  una	  concentración	  de	  40	  µg/mL	  (52	  
µM)	  preparada	  a	  partir	  de	  la	  formulación	  BE.	  
	  
Gráfica	  4-­‐15.	  Representación	  gráfica	  comparativa	  de	  las	  constantes	  de	  absorción	  de	  Zolpidem	  de	  las	  
distintas	  formulaciones	  estudiadas	  y	  de	  la	  solución	  del	  fármaco	  en	  el	  modelo	  in	  situ.	  	   En	   la	   tabla	   4-­‐32	   se	  muestran	   los	   análisis	   estadísticos	   de	   comparación	   de	   las	  constantes	  de	  absorción	  obtenidas	  con	  las	  distintas	  formulaciones	  ensayadas.	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  1,06	   0,37	   NS	  ANOVA	   0,07	   NS	  
Tabla	  4-­‐32.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
constantes	  de	  absorción	  en	  el	  modelo	  in	  situ	  de	  las	  distintas	  formulaciones	  de	  Zolpidem	  (µM).	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8. Ensayos	   in	  vitro	   en	   células	  Caco-­‐2	  para	  determinar	   el	  
efecto	  de	  excipientes	  sobre	  la	  permeabilidad	  de	  Zolpidem	  	  A	  continuación	  se	  muestran	  las	  tablas	  con	  el	  resumen	  de	  las	  concentraciones	  experimentales	  obtenidas	  en	  el	   compartimiento	  receptor,	  del	  estudio	  de	   la	   solución	  de	  Zolpidem	  y	  de	  soluciones	  de	  Zolpidem	  con	  distintos	  excipientes	  que	  podrían	  estar	  modificando	  la	  permeabilidad	  del	  fármaco.	  Para	  la	  estimación	  de	  la	  permeabilidad	  se	  ha	  utilizado	  en	  todos	  los	  casos	  la	  aproximación	  no	  lineal	  (ecuación	  3-­‐5).	  	  	  	  	   Zolpidem	  52	  µM-­‐PEG	  400	  (1,5	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   2,64	   1,89	   2,14	  30	   4,28	   4,54	   4,01	  60	   7,99	   8,06	   7,30	  90	   12,20	   11,13	   11,30	  Peff	  (cm/s)	   5,70⋅10-­‐05	   5,18⋅10-­‐05	   5,16⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   5,35⋅10-­‐05	  +	  3,07⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐33.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  52	  µM	  con	  PEG-­‐400	  (1,5	  mg/mL)	  en	  la	  línea	  celular	  
Caco-­‐2.	  	  	  	  	   Zolpidem	  52	  µM-­‐PEG	  6000	  (1	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   2,36	   0,97	   2,79	  30	   2,73	   1,75	   3,87	  60	   3,40	   5,92	   5,96	  90	   9,25	   9,36	   10,01	  Peff	  (cm/s)	   3,44⋅10-­‐05	   4,42⋅10-­‐05	   3,97⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   3,94⋅10-­‐05	  +	  4,90⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐34.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  52	  µM	  con	  PEG-­‐6000	  (1	  mg/mL)	  en	  la	  línea	  celular	  
Caco-­‐2.	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Zolpidem	  52	  µM-­‐TiO2	  (5	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   1,22	   1,96	   1,45	  30	   4,97	   4,19	   4,47	  60	   6,67	   5,97	   8,77	  90	   9,55	   10,13	   9,64	  Peff	  (cm/s)	   4,09⋅10-­‐05	   4,24⋅10-­‐05	   4,52⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   4,28⋅10-­‐05	  +	  2,14⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐35.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  52	  µM	  con	  TiO2	  (5	  mg/mL)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Zolpidem	  52	  µM-­‐TiO2	  (9	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   2,80	   3,20	   3,10	  30	   5,35	   5,48	   5,25	  60	   8,14	   7,06	   8,31	  90	   10,57	   10,75	   10,54	  Peff	  (cm/s)	   4,45⋅10-­‐05	   4,23⋅10-­‐05	   4,38⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   4,35⋅10-­‐05	  +	  1,12⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐36.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  52	  µM	  con	  TiO2	  (9	  mg/mL)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Zolpidem	  52	  µM-­‐Talco	  (6	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   1,89	   2,87	   2,12	  30	   3,89	   4,84	   4,66	  60	   6,56	   7,37	   7,46	  90	   9,24	   10,22	   9,87	  Peff	  (cm/s)	   3,88⋅10-­‐05	   4,16⋅10-­‐05	   4,21⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   4,08⋅10-­‐05	  +	  1,76⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐37.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  52	  µM	  con	  Talco	  (6	  mg/mL)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	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Gráfica	  4-­‐16.	  Representación	  gráfica	  de	  la	  permeabilidad	  de	  Zolpidem	  y	  de	  Zolpidem	  más	  PEG400	  y	  TiO2	  
(excipientes	  presentes	  en	  el	  producto	  de	  Referencia).	  	  En	  la	  tabla	  4-­‐38	  se	  muestra	  el	  análisis	  de	  varianza	  de	  las	  permeabilidades	  obtenidas	  con	  solución	  de	  Zolpidem	  y	  el	  fármaco	  más	  los	  excipientes	  estudiados	  del	  producto	  de	  Referencia.	  	  En	  la	  tabla	  4-­‐39	  se	  puede	  observar	  la	  prueba	  de	  comparación	  múltiple	  de	  Scheffe	  a	  fin	  de	  determinar	  si	  hay	  diferencias	  significativas	  entre	  grupos.	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  0,48	   0,64	   NS	  ANOVA	   0,00	   S	  
Tabla	  4-­‐38.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
permeabilidades	  de	  Zolpidem,	  Zolpidem+PEG400	  y	  Zolpidem+TiO2	  (5	  mg/L).	  	  	   Prueba	  de	  comparación	  múltiple	  de	  Scheffé	  	   Zolpidem	   Zolpidem+PEG400	  Zolpidem	   -­‐	   -­‐	  Zolpidem+PEG400	   S	   -­‐	  Zolpidem+TiO2	  (5	  mg/L)	   S	   S	  
Tabla	  4-­‐39.	  Resultado	  de	  la	  comparación	  múltiple	  de	  permeabilidades	  de	  Zolpidem,	  Zolpidem+PEG400	  y	  
Zolpidem+TiO2	  (5	  mg/L).	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Gráfica	  4-­‐17.	  Representación	  gráfica	  de	  la	  permeabilidad	  de	  Zolpidem	  y	  de	  Zolpidem	  más	  PEG6000,	  TiO2	  y	  
Talco	  (excipientes	  presentes	  en	  la	  formulación	  BE-­‐B).	  	  	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  1,60	   0,36	   NS	  ANOVA	   0,00	   S	  
Tabla	  4-­‐40.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
permeabilidades	  de	  Zolpidem,	  Zolpidem+PEG6000,	  Zolpidem+TiO2	  (9	  mg/L)	  y	  Zolpidem+Talco.	  	  	  	   Prueba	  de	  comparación	  múltiple	  de	  Scheffé	  	   Zolpidem	   Zolpidem+PEG6000	   Zolpidem+TiO2	  (9	  mg/L)	  Zolpidem	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  Zolpidem+PEG6000	   S	   -­‐	   -­‐	  Zolpidem+TiO2	  (9	  mg/L)	   S	   NS	   -­‐	  Zolpidem+Talco	   S	   NS	   NS	  
Tabla	  4-­‐41.	  Resultado	  de	  la	  comparación	  múltiple	  de	  permeabilidades	  de	  Zolpidem,	  Zolpidem+PEG6000,	  
Zolpidem+TiO2	  (9	  mg/L)	  y	  Zolpidem+Talco.	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9. Ensayos	   in	   situ	   para	   determinar	   el	   efecto	   de	  
excipientes	  sobre	  la	  permeabilidad	  de	  Zolpidem	  	   En	   las	   tablas	  que	  se	  muestran	  a	  continuación,	  se	  presentan	   los	  resultados	  de	  los	   experimentos	   realizados	   en	   el	   modelo	   in	   situ	   con	   solución	   de	   Zolpidem	   y	  soluciones	  del	  fármaco	  con	  los	  diferentes	  excipientes	  estudiados.	  	  	   Concentración	  remanente	  de	  Zolpidem	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  40	  µg/mL	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	   5	  5	   22,24	   23,35	   22,29	   22,05	   27,57	   23,50	   2,33	  10	   15,93	   16,90	   17,65	   17,69	   20,87	   17,81	   1,86	  15	   11,34	   12,54	   13,46	   12,16	   15,08	   12,92	   1,43	  20	   7,28	   8,35	   8,62	   7,55	   10,66	   8,49	   1,33	  25	   4,39	   7,04	   6,51	   3,45	   5,34	   5,35	   1,48	  30	   3,79	   4,33	   3,69	   3,35	   4,99	   4,03	   0,64	  Vr	  (mL)	   5,5	   6,3	   6,0	   5,8	   4,3	   5,58	   0,77	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   5,18	   4,23	   4,35	   5,00	   5,15	   4,78	   0,46	  Ao	  (µg/mL)	   32,66	   32,34	   31,34	   33,07	   39,90	   33,86	   3,44	  
Tabla	  4-­‐42.	  Concentración	  de	  Zolpidem	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  tiempos	  de	  
muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  a	  una	  concentración	  de	  40	  µg/mL	  (52	  
µM).	  	  	   Concentración	  remanente	  de	  Zolpidem	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  Zolpidem	  (40	  µg/mL)+PEG400	  (1,5	  mg/L)	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	  5	   26,18	   21,37	   27,97	   27,07	   25,65	  	   	  2,94	  10	   21,61	   17,88	   21,21	   21,13	   	  20,46	  	   	  1,73	  	  15	   15,35	   13,12	   17,33	   17,75	   	  15,89	  	   	  2,12	  	  20	   10,43	   9,63	   13,28	   14,19	   	  11,88	  	   	  2,20	  	  25	   7,08	   7,51	   11,07	   12,25	   	  9,48	   	  2,57	  	  30	   4,56	   5,66	   7,79	   9,16	   	  6,79	  	   	  2,07	  	  Vr	  (mL)	   7,2	   7,3	   5,4	   5,0	   	  6,23	  	   	  1,20	  	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   4,12	   3,51	   3,78	   3,49	   3,73	   0,29	  Ao	  (µg/mL)	   37,28	   28,57	   35,88	   33,62	   33,84	   3,82	  
Tabla	  4-­‐43.	  Concentración	  de	  Zolpidem	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  tiempos	  de	  
muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  a	  una	  concentración	  de	  40	  µg/mL	  (52	  
µM)	  en	  presencia	  de	  PEG400	  a	  concentración	  de	  1,5	  mg/L.	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Concentración	  remanente	  de	  Zolpidem	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  Zolpidem	  (40	  µg/mL)+PEG6000	  (1	  mg/L)	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	   5	  5	   27,09	   21,12	   23,82	   24,51	   19,77	   	  23,26	  	   	  2,89	  	  10	   20,24	   16,71	   19,93	   19,93	   15,26	   	  18,41	  	   	  2,28	  	  15	   17,49	   12,49	   16,51	   15,82	   11,68	   	  14,80	  	   	  2,56	  	  20	   13,61	   8,72	   12,99	   11,90	   9,98	   	  11,44	  	   	  2,05	  	  25	   10,11	   7,58	   10,75	   10,04	   7,78	   	  9,25	  	   	  1,46	  	  30	   7,58	   5,44	   8,96	   7,31	   6,20	   	  7,10	  	   	  1,35	  	  Vr	  (mL)	   6,0	   6,6	   7,5	   6,9	   6,1	   	  6,62	  	   	  0,61	  	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   3,30	   3,34	   2,69	   3,26	   3,49	   	  3,22	  	   	  0,31	  	  Ao	  (µg/mL)	   30,91	   28,01	   29,32	   31,38	   24,95	   28,91	   2,59	  
Tabla	  4-­‐44.	  Concentración	  de	  Zolpidem	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  tiempos	  de	  
muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  a	  una	  concentración	  de	  40	  µg/mL	  (52	  
µM)	  en	  presencia	  de	  PEG6000	  a	  concentración	  de	  1	  mg/L.	  	  	  	  	  	   Concentración	  remanente	  de	  Zolpidem	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  Zolpidem	  (40	  µg/mL)+TiO2	  (5	  mg/L)	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	   5	  5	   27,92	   25,48	   26,81	   28,51	   27,60	   	  27,26	  	   	  1,17	  	  10	   23,95	   21,27	   23,05	   23,46	   21,43	   	  22,63	  	   	  1,21	  	  15	   18,64	   17,49	   18,91	   18,42	   17,29	   	  18,15	  	   	  0,72	  	  20	   15,77	   14,50	   15,45	   13,72	   12,89	   	  14,47	  	   	  1,19	  	  25	   13,12	   12,85	   14,06	   11,76	   11,32	   	  12,62	  	   	  1,10	  	  30	   10,96	   10,20	   11,31	   8,85	   8,59	   	  9,98	  	   	  1,22	  	  Vr	  (mL)	   5,5	   4,6	   5,6	   4,5	   4,4	   	  4,92	  	   	  0,58	  	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   3,13	   3,28	   2,88	   3,88	   3,99	   3,43	   0,48	  Ao	  (µg/mL)	   34,54	   31,20	   32,43	   37,06	   35,59	   34,16	   2,36	  
Tabla	  4-­‐45.	  Concentración	  de	  Zolpidem	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  tiempos	  de	  
muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  a	  una	  concentración	  de	  40	  µg/mL	  (52	  
µM)	  en	  presencia	  de	  TiO2	  a	  concentración	  de	  5	  mg/L.	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Concentración	  remanente	  de	  Zolpidem	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  Zolpidem	  (40	  µg/mL)+TiO2	  (9	  mg/L)	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	   5	  5	   27,93	   27,45	   29,36	   28,94	   31,50	   	  29,04	  	   	  1,58	  	  10	   21,83	   21,69	   21,62	   24,18	   23,82	   	  22,63	  	   	  1,26	  	  15	   15,55	   16,80	   17,86	   20,73	   17,29	   	  17,65	  	   	  1,92	  	  20	   11,72	   13,32	   14,11	   17,54	   12,45	   	  13,83	  	   	  2,26	  	  25	   9,47	   10,23	   11,33	   15,60	   10,31	   	  11,39	  	   	  2,45	  	  30	   6,30	   7,64	   8,72	   13,13	   6,48	   	  8,45	  	   	  2,79	  	  Vr	  (mL)	   6,0	   5,9	   5,0	   4,2	   5,8	   	  5,38	  	   	  0,77	  	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   4,11	   3,68	   3,88	   3,16	   4,13	   3,79	   0,40	  Ao	  (µg/mL)	   37,80	   35,64	   37,44	   34,69	   42,94	   37,70	   3,20	  
Tabla	  4-­‐46.	  Concentración	  de	  Zolpidem	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  tiempos	  de	  
muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  a	  una	  concentración	  de	  40	  µg/mL	  (52	  
µM)	  en	  presencia	  de	  TiO2	  a	  concentración	  de	  9	  mg/L.	  	  	  	   Concentración	  remanente	  de	  Zolpidem	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  Zolpidem	  (40	  µg/mL)+Talco	  (6	  mg/L)	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	   5	  5	   26,57	   25,41	   23,60	   24,89	   19,56	   	  24,01	  	   	  2,70	  	  10	   21,10	   20,06	   17,41	   18,83	   14,91	   	  18,46	  	   	  2,42	  	  15	   16,65	   15,87	   15,18	   16,51	   13,10	   	  15,46	  	   	  1,44	  	  20	   11,81	   12,14	   12,43	   10,97	   7,67	   	  11,00	  	   	  1,94	  	  25	   10,32	   10,21	   10,06	   9,69	   7,28	   	  9,51	  	   	  1,27	  	  30	   6,19	   7,78	   6,88	   6,93	   3,74	   	  6,30	  	   	  1,54	  	  Vr	  (mL)	   6,0	   6,3	   6,9	   7,3	   6,8	   	  6,66	  	   	  0,51	  	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   3,79	   3,45	   3,13	   3,31	   3,78	   3,49	   0,29	  Ao	  (µg/mL)	   35,12	   32,40	   29,04	   31,86	   26,23	   30,93	   3,40	  
Tabla	  4-­‐47.	  Concentración	  de	  Zolpidem	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  tiempos	  de	  
muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Zolpidem	  a	  una	  concentración	  de	  40	  µg/mL	  (52	  
µM)	  en	  presencia	  de	  Talco	  a	  concentración	  de	  6	  mg/L.	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Gráfica	  4-­‐18.	  Representación	  gráfica	  comparativa	  de	  las	  constantes	  de	  absorción	  de	  Zolpidem	  y	  de	  
Zolpidem	  más	  PEG400	  y	  TiO2	  (excipientes	  presentes	  en	  el	  producto	  de	  Referencia).	  	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  0,01	   0,99	   NS	  ANOVA	   3⋅10-­‐3	   S	  
Tabla	  4-­‐48.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
constantes	  de	  absorción	  en	  el	  modelo	  in	  situ	  de	  Zolpidem,	  Zolpidem+PEG400	  y	  Zolpidem+TiO2	  (5	  mg/L).	  	  	   Prueba	  de	  comparación	  múltiple	  de	  Scheffé	  	   Zolpidem	   Zolpidem+PEG400	  Zolpidem	   -­‐	   -­‐	  Zolpidem+PEG400	   NS	   -­‐	  Zolpidem+TiO2	  (5	  mg/L)	   S	   NS	  
Tabla	  4-­‐49.	  Resultado	  de	  la	  comparación	  múltiple	  de	  las	  constantes	  de	  absorción	  en	  el	  modelo	  in	  situ	  de	  
Zolpidem,	  Zolpidem+PEG400	  y	  Zolpidem+TiO2	  (5	  mg/L).	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Gráfica	  4-­‐19.	  Representación	  gráfica	  comparativa	  de	  las	  constantes	  de	  absorción	  de	  Zolpidem	  y	  de	  
Zolpidem	  más	  PEG6000,	  TiO2	  y	  Talco	  (excipientes	  presentes	  en	  la	  formulación	  BE-­‐B).	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  1,60	   0,36	   NS	  ANOVA	   0,00	   S	  
Tabla	  4-­‐50.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
constantes	  de	  absorción	  en	  el	  modelo	  in	  situ	  de	  Zolpidem,	  Zolpidem+PEG6000,	  Zolpidem+TiO2	  (9	  mg/L)	  y	  
Zolpidem+Talco.	  	   Prueba	  de	  comparación	  múltiple	  de	  Scheffé	  	   Zolpidem	   Zolpidem+PEG6000	   Zolpidem+TiO2	  (9	  mg/L)	  Zolpidem	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  Zolpidem+PEG6000	   S	   -­‐	   -­‐	  Zolpidem+TiO2	  (9	  mg/L)	   S	   NS	   -­‐	  Zolpidem+Talco	   S	   NS	   NS	  
Tabla	  4-­‐51.	  Resultado	  de	  la	  comparación	  múltiple	  de	  las	  constantes	  de	  absorción	  en	  el	  modelo	  in	  situ	  de	  
Zolpidem,	  Zolpidem+PEG6000,	  Zolpidem+TiO2	  (9	  mg/L)	  y	  Zolpidem+Talco.	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Gráfica	  4-­‐20.	  	  Representación	  gráfica	  
comparativa	  de	  la	  permeabilidad	  de	  Zolpidem	  
con	  dos	  concentraciones	  de	  TiO2.	  
	  	  
Gráfica	  4-­‐21.	  	  Representación	  gráfica	  
comparativa	  de	  la	  constante	  de	  absorción	  de	  
Zolpidem	  con	  dos	  concentraciones	  de	  TiO2.	  	  	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  1,340	   0,31	   NS	  ANOVA	   0,65	   NS	  
Tabla	  4-­‐52.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
permeabilidades	  de	  Zolpidem+TiO2	  (5	  mg/L)	  y	  Zolpidem+TiO2	  (9	  mg/L).	  	  	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  0,70	   0,43	   NS	  ANOVA	   0,23	   NS	  
Tabla	  4-­‐53.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
constantes	  de	  absorción	  en	  el	  modelo	  in	  situ	  de	  Zolpidem+TiO2	  (5	  mg/L)	  y	  Zolpidem+TiO2	  (9	  mg/L).	  	   Las	   tablas	   que	   se	  muestran	   a	   continuación	   resumen	   los	   resultados	   de	   los	  experimentos	   realizados	   en	   el	  modelo	   in	   situ,	   con	   soluciones	   de	  Metoprolol	   que	  contenían	  los	  excipientes	  estudiados	  de	  las	  formulaciones	  de	  Zolpidem.	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  3,00	  	  	  3,50	  	  	  4,00	  	  
	  4,50	  	  
K
a	  
(h
-­‐1
)	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Concentración	  remanente	  de	  Metoprolol	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  6,8	  µg/mL+TiO2	  (9	  mg/L)	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	  5	   	  5,22	  	   	  4,24	  	   	  5,52	  	   	  4,51	  	   	  4,87	  	   	  0,60	  	  10	   	  4,60	  	   	  4,69	  	   	  5,18	  	   	  4,36	  	   	  4,71	  	   	  0,34	  	  15	   	  4,07	  	   	  3,57	  	   	  4,74	  	   	  3,86	  	   	  4,06	  	   	  0,50	  	  20	   	  3,97	  	   	  3,86	  	   	  4,04	  	   	  3,81	  	   	  3,92	  	   	  0,11	  	  25	   	  3,58	  	   	  3,70	  	   	  3,67	  	   	  3,21	  	   	  3,54	  	   	  0,23	  	  30	   	  3,57	  	   	  3,38	  	   	  3,38	  	   	  3,20	  	   	  3,38	  	   	  0,15	  	  Vr	  (mL)	   5,5	   5,5	   4,2	   4,2	   	  4,85	  	   	  0,75	  	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   1,96	   1,75	   2,41	   2,16	   2,07	   0,28	  Ao	  (µg/mL)	   5,72	   5,24	   6,36	   5,09	   5,60	   0,57	  
Tabla	  4-­‐54.	  Concentración	  de	  Metoprolol	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  
tiempos	  de	  muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Metoprolol	  a	  una	  concentración	  
de	  6,8	  µg/mL	  (100	  µM)	  en	  presencia	  de	  TiO2	  a	  concentración	  de	  9	  mg/L.	  	  	  	   Concentración	  remanente	  de	  Metoprolol	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  6,8	  µg/mL+PEG6000	  (1	  mg/L)	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	  5	   	  4,73	  	   	  5,17	  	   	  5,57	  	   	  5,36	  	   5,21	   	  0,36	  	  10	   	  5,02	  	   	  5,19	  	   	  4,98	  	   	  5,07	  	   5,07	   	  0,09	  	  15	   	  4,47	  	   	  4,12	  	   	  4,55	  	   	  4,55	  	   4,42	   	  0,21	  	  20	   	  3,94	  	   	  4,76	  	   	  4,66	  	   	  4,75	  	   4,53	   	  0,39	  	  25	   	  3,39	  	   	  3,45	  	   	  3,67	  	   	  3,77	  	   3,57	   	  0,18	  	  30	   	  3,39	  	   	  4,53	  	   	  3,92	  	   	  3,88	  	   3,93	   	  0,47	  	  Vr	  (mL)	   4,0	   4,4	   5,0	   4,3	   3,63	   	  0,84	  	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   2,24	   1,88	   1,94	   2,06	   2,03	   0,16	  Ao	  (µg/mL)	   5,59	   5,66	   6,07	   5,95	   5,82	   0,23	  
Tabla	  4-­‐55.	  Concentración	  de	  Metoprolol	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  
tiempos	  de	  muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Metoprolol	  a	  una	  concentración	  
de	  6,8	  µg/mL	  (100	  µM)	  en	  presencia	  de	  PEG6000	  a	  concentración	  de	  1	  mg/L.	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Concentración	  remanente	  de	  Metoprolol	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  6,8	  µg/mL+Talco	  (6	  mg/L)	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	  5	   	  5,39	  	   	  4,84	  	   	  5,24	  	   	  5,66	  	   	  5,28	  	   	  0,34	  	  10	   	  5,51	  	   	  4,82	  	   	  5,19	  	   	  5,30	  	   	  5,21	  	   	  0,29	  	  15	   	  4,56	  	   	  4,31	  	   	  4,63	  	   	  5,24	  	   	  4,69	  	   	  0,39	  	  20	   	  5,25	  	   	  4,03	  	   	  4,34	  	   	  4,78	  	   	  4,60	  	   	  0,53	  	  25	   	  3,85	  	   	  3,91	  	   	  4,41	  	   	  4,42	  	   	  4,15	  	   	  0,31	  	  30	   	  4,18	  	   	  3,87	  	   	  4,23	  	   	  4,58	  	   	  4,22	  	   	  0,29	  	  Vr	  (mL)	   5,4	   5,5	   5,5	   5,0	   	  5,35	  	   	  0,24	  	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   1,59	   1,50	   1,44	   1,61	   1,54	   0,08	  Ao	  (µg/mL)	   5,98	   5,26	   5,63	   6,07	   5,74	   0,37	  
Tabla	  4-­‐56.	  Concentración	  de	  Metoprolol	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  
tiempos	  de	  muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Metoprolol	  a	  una	  concentración	  
de	  6,8	  µg/mL	  (100	  µM)	  en	  presencia	  de	  Talco	  a	  concentración	  de	  6	  mg/L.	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐22.	  Representación	  gráfica	  comparativa	  de	  las	  constantes	  de	  absorción	  de	  Metoprolol	  y	  de	  
Metoprolol	  más	  TiO2,	  PEG6000	  y	  Talco	  (excipientes	  presentes	  en	  la	  formulación	  BE-­‐B).	  	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  3,38	   0,054	   NS	  ANOVA	   0,002	   S	  
Tabla	  4-­‐57.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
constantes	  de	  absorción	  en	  el	  modelo	  in	  situ	  de	  Metoprolol,	  Zolpidem+PEG6000,	  Metoprolol+TiO2	  	  	  	  	  	  	  	  
(9	  mg/L)	  y	  Metoprolol+Talco.	  
0	  
0,5	  
1	  
1,5	  
2	  
2,5	  
3	  
Metoprolol	   Metoprolol+TiO2	   Metoprolol+PEG6000	   Metoprolol+Talco	  
K
a	  
(h
-­‐1
)	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   Prueba	  de	  comparación	  múltiple	  de	  Scheffé	  	   Metoprolol	   Metoprolol+PEG6000	   Metoprolol+TiO2	  (9	  mg/L)	  
Metoprolol	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
Metoprolol+PEG6000	   NS	   -­‐	   -­‐	  
Metoprolol+TiO2	  (9	  mg/L)	   NS	   NS	   -­‐	  
Metoprolol+Talco	   S	   NS	   NS	  
Tabla	  4-­‐58.	  Resultado	  de	  la	  comparación	  múltiple	  de	  permeabilidades	  de	  las	  constantes	  de	  absorción	  
en	  el	  modelo	  in	  situ	  de	  Metoprolol,	  Zolpidem+PEG6000,	  Metoprolol+TiO2	  (9	  mg/L)	  y	  
Metoprolol+Talco.	  	  	  	  
B. Pravastatina 	  
1. Validación	  de	  los	  métodos	  analíticos	  	  
1.1. Método	  cromatográfico	  	   Se	   realizaron	   estudios	   de	   linealidad	   a	   las	   curvas	   de	   calibración	   utilizadas	  para	   valorar	   las	   muestras	   de	   Pravastatina.	   	   En	   la	   tabla	   4-­‐59	   se	   muestra	   el	  coeficiente	   de	   determinación	   “r2”	   de	   las	   curvas	   de	   calibración,	   que	   siempre	   fue	  superior	  a	  0,990.	   	  En	   la	   tabla	   también	  se	  detallan	   los	  errores	  estándar	  (EE)	  de	   la	  ordenada	  en	  el	  origen	  y	  de	  la	  pendiente	  de	  la	  recta.	  	  	  Pravastatina	  (µM)	   Ordenada	  en	  el	  origen	   EE	  	   Pendiente	   EE	   r2	  0,1-­‐10	   -­‐519,08	   715,01	   21249,90	   137,48	   0,9997	  1-­‐100	   -­‐14947,72	   7866,08	   22448,21	   151,24	   0,9997	  10-­‐1000	   90073,30	   98476,97	   21173,35	   189,34	   0,9995	  
Tabla	  4-­‐59.	  Ensayo	  de	  linealidad	  de	  las	  curvas	  de	  calibración	  empleados	  para	  la	  valoración	  de	  las	  
muestras	  por	  HPLC	  a	  las	  distintas	  concentraciones	  de	  Pravastatina	  ensayadas.	  	  	   En	   la	   tabla	   4-­‐60	   se	   detallan	   los	   resultados	   de	   los	   ensayos	   de	   precisión	   y	  exactitud	  realizados	  sobre	  patrones	  de	  concentración	  conocida	  a	   través	  del	  error	  absoluto	  (Ea)	  y	  error	  relativo	  (Er	  %).	  	  En	  la	  tabla	  4-­‐61	  se	  presentan	  los	  límites	  de	  detección	  y	  cuantificación.	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Recta	   0,1-­‐10	   1-­‐100	   10-­‐1000	  	   Patrón	  5%	  CTeórica	   0,5	   5,00	   50,00	  CExperimental	   0,49	   5,19	   45,54	  CV	  (%)	   3,84	   0,82	   0,29	  Ea	   -­‐1,24⋅10-­‐2	   0,19	   -­‐4,46	  Er	  (%)	   -­‐2,47	   3,88	   -­‐8,92	  	   Patrón	  10%	  CTeórica	   1,00	   10,00	   100,00	  CExperimental	   1,06	   10,33	   101,17	  CV	  (%)	   2,66	   0,45	   1,53	  Ea	   5,93⋅10-­‐2	   0,33	   1,17	  Er	  (%)	   5,93	   3,30	   1,17	  	   Patrón	  70%	  CTeórica	   7,00	   70,00	   700,00	  CExperimental	   7,00	   69,45	   712,31	  CV	  (%)	   1,24	   0,86	   0,42	  Ea	   -­‐3,84⋅10-­‐3	   -­‐0,55	   12,31	  Er	  (%)	   -­‐0,05	   -­‐0,79	   1,76	  
Tabla	  4-­‐60.	  Ensayo	  de	  exactitud	  y	  precisión	  de	  las	  curvas	  de	  calibración	  empleadas	  para	  la	  valoración	  
de	  las	  muestras	  a	  distintas	  concentraciones	  de	  Pravastatina	  ensayadas.	  	  	   Pravastatina	  (µM)	   Límite	  de	  	  detección	  (µM)	   Límite	  de	  	  cuantificación	  (µM)	  0,1-­‐10	   0,11	   0,34	  1-­‐100	   1,16	   3,50	  10-­‐1000	   15,35	   46,51	  
Tabla	  4-­‐61.	  	  Límites	  de	  detección	  y	  cuantificación	  en	  de	  la	  técnica	  de	  valoración	  empleada	  para	  
determinar	  la	  concentración	  de	  Pravastatina	  en	  las	  muestras.	  	  	  
1.2. Método	  espectrofotométrico	  	   Se	   validaron	   las	   concentraciones	   obtenidas	   durante	   el	   proceso	   de	  valoración	   de	   las	  muestras	   obtenidas	   en	   los	   perfiles	   de	   disolución.	   	   Para	   ello	   se	  estudió	   la	   linealidad	   de	   las	   curvas	   de	   calibración	   utilizadas	   para	   valorar	   las	  muestras	  a	  los	  pH	  1,2;	  4,5	  y	  6,8	  cuyo	  rango	  de	  concentración	  fue	  entre	  8,85⋅10-­‐4	  y	  1,77⋅10-­‐2	   mg/mL.	   	   En	   la	   tabla	   4-­‐62	   se	   pueden	   observar	   el	   coeficiente	   de	  determinación	  “r2”	  de	  las	  curvas	  de	  calibración,	  que	  siempre	  fue	  superior	  a	  0,990.	  	  En	   la	   tabla	   también	   se	   detallan	   los	   errores	   estándar	   (EE)	   de	   la	   ordenada	   en	   el	  origen	  y	  de	  la	  pendiente	  de	  la	  recta.	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pH	   Ordenada	  en	  el	  origen	   EE	  	   Pendiente	   EE	  	   r2	  1,2	   1,10⋅10-­‐2	   3,10⋅10-­‐3	   35,65	   0,28	   0,9998	  4,5	   -­‐4,88⋅10-­‐3	   5,89⋅10-­‐3	   45,78	   0,55	   0,9991	  6,8	   4,92⋅10-­‐4	   3,38⋅10-­‐3	   47,19	   0,29	   0,9998	  
Tabla	  4-­‐62.	  Ensayo	  de	  linealidad	  de	  las	  curvas	  de	  calibración	  empleados	  para	  la	  valoración	  de	  las	  
muestras	  de	  perfiles	  de	  disolución	  de	  Pravastatina	  por	  espectrofotometría	  a	  los	  distintos	  pH	  
estudiados.	  En	   la	   tabla	   4-­‐63	   se	   detallan	   los	   resultados	   de	   los	   ensayos	   de	   precisión	   y	  exactitud	  realizados	  sobre	  patrones	  de	  concentración	  conocida	  a	   través	  del	  error	  absoluto	  (Ea)	  y	  error	  relativo	  (Er	  %).	  	  	  	   Recta	   pH	  1,2	   pH	  4,5	   pH	  6,8	  	   Patrón	  10%	  CTeórica	   1,80⋅10-­‐3	   1,80⋅10-­‐3	   1,80⋅10-­‐3	  CExperimental	   1,87⋅10-­‐3	   1,72⋅10-­‐3	   1,75⋅10-­‐3	  CV	  (%)	   1,58	   0,40	   0,81	  Ea	   3,89⋅10-­‐2	   -­‐7,69⋅10-­‐5	   -­‐5,17⋅10-­‐5	  Er	  (%)	   3,89	   -­‐4,27	   -­‐2,87	  	   Patrón	  50%	  CTeórica	   8.90⋅10-­‐3	   8.90⋅10-­‐3	   8.90⋅10-­‐3	  CExperimental	   8,58⋅10-­‐3	   8,95⋅10-­‐3	   8,78⋅10-­‐3	  CV	  (%)	   0,76	   0,34	   0,89	  Ea	   -­‐3,16⋅10-­‐4	   5,38⋅10-­‐5	   -­‐1,17⋅10-­‐4	  Er	  (%)	   -­‐3,55	   0,60	   -­‐1,31	  	   Patrón	  80%	  CTeórica	   1,42⋅10-­‐2	   1,42⋅10-­‐2	   1,42⋅10-­‐2	  CExperimental	   1,43⋅10-­‐2	   1,42⋅10-­‐2	   1,41⋅10-­‐2	  CV	  (%)	   0,64	   0,17	   0,83	  Ea	   1,07⋅10-­‐4	   -­‐3,3510-­‐6	   -­‐1,41⋅10-­‐4	  Er	  (%)	   0,75	   -­‐0,02	   -­‐0,99	  
Tabla	  4-­‐63.	  Ensayo	  de	  exactitud	  y	  precisión	  de	  las	  curvas	  de	  calibración	  empleadas	  para	  la	  valoración	  
de	  las	  muestras	  de	  perfiles	  de	  disolución	  de	  Pravastatina	  a	  distintos	  pH.	  	  
2. Concentración	  de	  saturación	  	   En	  las	  tablas	  4-­‐64,	  4-­‐65	  y	  4-­‐66	  se	  pueden	  observar	   las	  concentraciones	  en	  condición	  de	  saturación	  de	  Pravastatina	  sódica,	  obtenidas	  en	  forma	  experimental	  a	  los	  pH	  1,2;	  4,5	  y	  6,8;	  respectivamente.	  	  Los	  datos	  se	  muestran	  en	  forma	  individual	  y	  en	  promedio.	  	  En	  la	  gráfica	  4-­‐23	  se	  muestra	  el	  perfil	  de	  solubilidad-­‐pH.	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Tiempo	  (h)	   Concentración	  (mg/mL)	   Promedio	   Desviación	  estándar	   CV	  (%)	   Do	  
4	  
545,85	  
546,03	   0,26	   0,05	  
3,20⋅10-­‐04	  
546,21	  
	  
8	  
572,77	  
571,32	   22,17	   3,88	  548,53	  
592,82	  
18	  
474,14	  
457,64	   14,38	   3,14	  451,02	  
447,77	  
24	  
432,67	  
439,80	   17,42	   3,96	  427,08	  
459,66	  
	   	   499,86	   61,46	   12,30	  
Tabla	  4-­‐64.	  Concentración	  de	  saturación	  de	  Pravastatina	  a	  pH	  1,2.	  t	  (h)	   Concentración	  (mg/mL)	   Promedio	   Desviación	  estándar	   CV	  (%)	   Do	  
4	  
429,91	  
425,96	   9,12	   2,14	  
3,21⋅10-­‐04	  
415,53	  
432,44	  
8	  
571,17	  
572,54	   1,94	   0,34	  573,92	  
	  
18	  
494,13	  
513,37	   19,15	   3,73	  532,42	  
513,57	  
24	  
477,37	  
503,87	   24,20	   4,80	  509,46	  
524,78	  
	   	   497,70	   54,38	   10,93	  
Tabla	  4-­‐65.	  Concentración	  de	  saturación	  de	  Pravastatina	  a	  pH	  4,5.	  Tiempo	  (h)	   Concentración	  (mg/mL)	   Promedio	   Desviación	  estándar	   CV	  (%)	   Do	  
4	  
480,07	  
443,87	   57,68	   13,00	  
3,24⋅10-­‐04	  
377,35	  
474,17	  
8	  
590,88	  
590,88	   	   	  	  
	  
18	  
528,10	  
525,65	   3,71	   0,71	  521,38	  
527,48	  
24	  
489,34	  
479,58	   17,39	   3,63	  489,90	  
459,50	  
	   	   493,82	   55,62	   11,26	  
Tabla	  4-­‐66.	  Concentración	  de	  saturación	  de	  Pravastatina	  a	  pH	  6,8.	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Gráfica	  4-­‐23.	  	  Perfil	  de	  solubilidad	  en	  función	  del	  pH	  de	  Pravastatina	  a	  37	  ºC.	  	  
3. Coeficiente	  de	  reparto	  	   En	   la	   tabla	   4-­‐67	   se	   especifican	   los	   valores	   individuales	   y	   promedios	   de	  reparto	  (D6,8)	  de	  Pravastatina	  sódica	  en	  n-­‐octanol	  y	  solución	  acuosa	  tamponada	  a	  pH	  6,8.	  	  Tiempo	  (h)	   D	  solución	  0,45	  mg/mL	   D	  solución	  0,16	  mg/mL	   Promedio	   Desviación	  estándar	   CV(%)	   Log	  D6,8	  
1	   0,75	   0,64	  
0,70	   0,07	   9,79	   -­‐0,16	  
1	   0,73	   0,61	  
2	   0,76	   0,63	  
4	   0,73	   0,64	  
4	   0,78	   0,63	  
24	   0,79	   0,64	  
24	   0,78	   0,65	  
Tabla	  4-­‐67.	  Coeficientes	  de	  reparto	  (D6,8)	  en	  n-­‐octanol	  de	  Pravastatina	  a	  partir	  de	  dos	  concentraciones	  
de	  solución	  acuosa.	  	  
4. Ensayos	  in	  vitro	  en	  células	  Caco-­‐2	  para	  determinar	  la	  
permeabilidad	  de	  Pravastatina	  	   A	   continuación	   se	   muestran	   las	   tablas	   con	   las	   concentraciones	  experimentales	   obtenidas	   en	   el	   compartimiento	   receptor,	   de	   los	   estudios	   de	  soluciones	  de	  Pravastatina	  a	  diferentes	  concentraciones.	   	  Para	  la	  estimación	  de	  la	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permeabilidad	   se	   ha	   utilizado	   en	   todos	   los	   casos	   la	   aproximación	   no	   lineal	  (ecuación	  3-­‐5).	  	  	  	   Pravastatina	  1000	  µM	  	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,28	   0,27	   0,27	  30	   0,26	   0,29	   0,28	  60	   0,25	   0,33	   0,37	  90	   0,32	   0,36	   0,38	  Peff	  (cm/s)	   3,02⋅10-­‐07	   4,83⋅10-­‐07	   5,70⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   4,51⋅10-­‐07	  +	  1,37⋅10-­‐07	  
Tabla	  4-­‐68.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  1000	  µM	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	  	   Pravastatina	  500	  µM	  	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,12	   0,11	   0,13	  30	   0,17	   0,16	   0,19	  60	   0,24	   0,22	   0,26	  90	   0,28	   0,28	   0,29	  Peff	  (cm/s)	   3,12⋅10-­‐07	   3,06⋅10-­‐07	   3,17⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   3,12⋅10-­‐07	  +	  5,59⋅10-­‐09	  
Tabla	  4-­‐69.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  500	  µM	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	  	   Pravastatina	  358	  µM	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,77	   0,79	   0,80	  30	   0,90	   0,81	   1,07	  60	   0,99	   1,09	   1,35	  90	   1,13	   1,23	   1,41	  Peff	  (cm/s)	   1,62⋅10-­‐07	   2,07⋅10-­‐07	   2,56⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   2,08⋅10-­‐07	  +	  4,71⋅10-­‐08	  
Tabla	  4-­‐70.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  358	  µM	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	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Pravastatina	  100	  µM	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,76	   0,81	   0,83	  30	   0,92	   0,81	   1,05	  60	   0,98	   1,09	   1,31	  90	   1,12	   1,20	   1,40	  Peff	  (cm/s)	   1,57⋅10-­‐07	   1,94⋅10-­‐07	   2,45⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   1,99⋅10-­‐07	  +	  4,39⋅10-­‐08	  
Tabla	  4-­‐71.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  100	  µM	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Pravastatina	  50	  µM	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,56	   0,64	   0,58	  30	   0,87	   0,84	   0,77	  60	   0,98	   1,13	   0,94	  90	   1,22	   1,30	   1,17	  Peff	  (cm/s)	   1,18⋅10-­‐07	   1,30⋅10-­‐07	   1,13⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   1,20⋅10-­‐07	  +	  9,03⋅10-­‐09	  
Tabla	  4-­‐72.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  50	  µM	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Pravastatina	  50	  µM	  	  	  	  	  Azida	  1	  mM	  	  	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0	   0	   0	  30	   0,29	   0,38	   0,19	  60	   0,29	   0,38	   0,20	  90	   0,39	   0,31	   0,47	  Peff	  (cm/s)	   1,14⋅10-­‐06	   8,90⋅10-­‐07	   1,41⋅10-­‐06	  Peff+DE	  (cm/s)	   1,14⋅10-­‐06	  +	  2,58⋅10-­‐07	  
Tabla	  4-­‐73.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  50	  µM	  en	  presencia	  de	  Azida	  sódica	  1	  mM	  	  en	  la	  
línea	  celular	  Caco-­‐2.	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Gráfica	  4-­‐24.	  Representación	  gráfica	  de	  las	  permeabilidades	  de	  las	  distintas	  concentraciones	  de	  
Pravastatina	  y	  de	  Pravastatina	  en	  presencia	  de	  Azida	  Sódica.	  	  	   A	   continuación	   se	   detallan	   los	   análisis	   estadísticos	   de	   comparación	   de	   las	  permeabilidades	  obtenidas	  para	  las	  situaciones	  ensayadas.	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  3,119	   0,07	   NS	  ANOVA	   0,00	   S	  
Tabla	  4-­‐74.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
permeabilidades	  apical-­‐basolateral	  de	  las	  distintas	  concentraciones	  de	  Pravastatina	  (µM).	  	   Prueba	  de	  comparación	  múltiple	  de	  Scheffé	  Pravastatina	   1000	  µM	   500	  µM	   358µM	   100	  µM	   50	  µM	  1000	  µM	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  500	  µM	   NS	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  358µM	  	   S	   NS	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  100	  µM	   S	   NS	   NS	   -­‐	   -­‐	  50	  µM	   S	   S	   S	   S	   -­‐	  50	  µM	  +	  Azida	   S	   S	   S	   S	   S	  
Tabla	  4-­‐75.	  Resultado	  de	  la	  comparación	  múltiple	  de	  permeabilidades	  apical-­‐basolateral	  de	  
Pravastatina	  a	  las	  distintas	  concentraciones	  (µM)	  ensayadas.	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5. Perfiles	  de	  disolución	  	   En	   las	   tablas	   4-­‐76,	   4-­‐77	   y	   4-­‐78	   se	   resumen	   los	   valores	   promedio	   de	  porcentaje	   disuelto	   de	   Pravastatina	   en	   función	   del	   tiempo	   desde	   el	   producto	   de	  referencia	  y	  las	  formulaciones	  BE-­‐A	  y	  BE	  en	  los	  medios	  recomendados	  por	  la	  guía	  de	  bioexenciones	  de	  la	  EMA.	  	  Estos	  medios	  fueron	  preparados	  según	  lo	  establecido	  en	  la	  Ph.Eur..	  	  Los	  perfiles	  de	  disolución	  se	  pueden	  observar	  en	  las	  gráficas	  4-­‐25;	  4-­‐26	  y	  4-­‐27.	  	  	   pH	  1,2.	  Tampón	  50	  mM-­‐Cloruro.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐A	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   56,59	  +	  7,83	   13,84	   95,95	  +	  8,23	   8,58	   14,26	  +	  2,55	   17,88	  10	   86,47	  +	  6,70	   7,74	   104,02	  +	  4,67	   4,49	   25,85	  +	  3,98	   15,38	  15	   94,50	  +	  3,28	   3,47	   106,50	  +	  3,37	   3,17	   39,99	  +	  6,39	   15,98	  20	   95,98	  +	  1,58	   1,65	   107,94	  +	  2,09	   1,94	   56,30	  +	  8,92	   15,85	  30	   97,15	  +	  2,85	   2,93	   108,82	  +	  1,69	   1,56	   95,44	  +	  5,75	   6,02	  45	   95,13	  +	  0,80	   0,84	   109,32	  +	  1,63	   1,49	   101,49	  +	  4,22	   4,16	  60	   94,43	  +	  0,93	   1,02	   109,32	  +	  1,77	   1,62	   99,67	  +	  2,13	   2,14	  
Tabla	  4-­‐76.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Pravastatina	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  1,2;	  50	  
mM	  de	  Cloruro	  de	  Sodio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐25.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐A	  y	  BE	  de	  
Pravastatina	  a	  pH	  1,2;	  tampón	  50	  mM	  (Cloruro).	  (n=6).	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   pH	  4,5.	  Tampón	  36,5	  mM-­‐Acetato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐A	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   50,94	  +	  4,60	   9,02	   81,84	  +	  7,47	   9,13	   15,29	  +	  3,25	   21,28	  10	   84,39	  +	  3,66	   4,33	   93,31	  +	  3,84	   4,12	   33,10	  +	  7,37	   22,28	  15	   100,59	  +	  1,85	   1,84	   96,51	  +	  3,45	   3,58	   56,79	  +	  10,24	   18,03	  20	   104,57	  +	  1,88	   1,80	   97,76	  +	  3,65	   3,73	   77,06	  +	  13,03	   16,91	  30	   104,69	  +	  1,08	   1,04	   99,60	  +	  3,07	   3,08	   102,50	  +	  2,22	   2,17	  45	   105,01	  +	  1,25	   1,19	   100,99	  +	  2,26	   2,23	   103,39	  +	  2,13	   2,06	  60	   105,27	  +	  1,41	   1,34	   101,64	  +	  2,53	   2,49	   103,82	  +	  1,57	   1,51	  
Tabla	  4-­‐77.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Pravastatina	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  4,5;	  36,5	  
mM	  de	  Acetato	  de	  Sodio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐26.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐A	  y	  BE	  de	  
Pravastatina	  a	  pH	  4,5;	  tampón	  36,5	  mM	  (Acetato).	  (n=6).	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   pH	  6,8.	  Tampón	  50	  mM-­‐Fosfato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐A	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   51,59	  +	  2,43	   4,71	   73,97	  +	  13,71	   18,53	   30,22	  +	  	  3,51	   11,62	  10	   85,80	  +	  3,31	   3,86	   87,86	  +	  10,01	   11,39	   52,08	  +	  5,69	   10,93	  15	   101,41	  +	  3,70	   3,65	   90,32	  +	  8,51	   9,42	   70,54	  +	  7,78	   11,04	  20	   104,93	  +	  1,56	   1,49	   91,84	  +	  8,28	   9,01	   88,55	  +	  8,92	   10,07	  30	   106,27	  +	  2,37	   2,23	   94,59	  +	  6,44	   6,81	   95,14	  +	  4,60	   4,83	  45	   106,45	  +	  1,56	   1,47	   96,18	  +	  5,33	   5,54	   97,96	  +	  2,82	   2,88	  60	   107,01	  +	  1,72	   1,60	   97,63	  +	  4,05	   4,15	   99,29	  +	  1,96	   1,97	  
Tabla	  4-­‐78.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Pravastatina	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  6,8;	  50	  
mM	  de	  Fosfato	  de	  diácido	  de	  Potasio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐27.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐A	  y	  BE	  de	  
Pravastatina	  a	  pH	  6,8;	  tampón	  50	  mM	  (Fosfato).	  (n=6).	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En	  las	  tablas	  4-­‐79	  a	  4-­‐81	  se	  presentan	  los	  resultados	  medios	  del	  porcentaje	  de	  Pravastatina	  disueltos	  desde	  las	  tres	  formulaciones	  ensayadas	  en	  medios	  a	  los	  pH	  2,0;	  6,0	  y	  6,5.	  	  Estos	  medios	  fueron	  preparados	  según	  lo	  descrito	  en	  la	  Ph.Eur..	  Las	   gráficas	   4-­‐28;	   4-­‐29	   y	   4-­‐30	   muestran	   el	   porcentaje	   disuelto	   en	   función	   del	  tiempo	  correspondiente	  a	  los	  medios	  antes	  mencionados.	  	  	   pH	  2,0.	  Tampón	  50	  mM-­‐Cloruro.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐A	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   57,26	  +	  6,10	   10,66	   85,08	  +	  7,12	   8,37	   16,11	  +	  3,70	   22,94	  10	   88,43	  +	  4,90	   5,53	   98,17	  +	  4,91	   5,01	   37,00	  +	  12,53	   33,85	  15	   104,03	  +	  2,45	   2,36	   96,90	  +	  3,62	   3,73	   77,89	  +	  18,92	   24,29	  20	   106,34	  +	  1,57	   1,47	   97,92	  +	  2,85	   2,91	   81,85	  +	  11,96	   14,61	  30	   106,40	  +	  1,09	   1,02	   107,04	  +	  9,23	   8,62	   102,24	  +	  0,98	   0,96	  45	   106,21	  +	  0,94	   0,88	   106,33	  +	  6,74	   6,33	   102,51	  +	  1,08	   1,05	  60	   105,79	  +	  1,03	   0,97	   105,46	  +	  5,39	   5,11	   102,90	  +	  1,31	   1,27	  
Tabla	  4-­‐79.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Pravastatina	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  2,0;	  50	  
mM	  de	  Cloruro	  de	  Sodio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐28.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐A	  y	  BE	  de	  
Pravastatina	  a	  pH	  2,0;	  tampón	  50	  mM	  (Cloruro).	  (n=6).	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   pH	  6,0.	  Tampón	  50	  mM-­‐Fosfato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐A	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   52,57	  +	  2,73	   5,18	   81,52	  +	  12,29	   15,08	   28,71	  +	  0,79	   2,77	  10	   84,11	  +	  2,79	   3,32	   87,20	  +	  11,32	   12,98	   49,80	  +	  1,74	   3,49	  15	   99,54	  +	  1,41	   1,41	   89,45	  +	  10,39	   11,61	   65,21	  +	  2,13	   3,27	  20	   104,70	  +	  1,24	   1,19	   91,50	  +	  9,08	   9,92	   80,92	  +	  3,26	   4,03	  30	   105,63	  +	  0,79	   0,75	   94,07	  +	  6,97	   7,40	   92,39	  +	  4,76	   4,51	  45	   105,82	  +	  1,10	   1,04	   97,41	  +	  5,11	   5,25	   96,28	  +	  3,10	   3,23	  60	   106,36	  +	  1,26	   1,19	   98,47	  +	  3,81	   3,87	   97,895+	  2,21	   2,26	  
Tabla	  4-­‐80.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Pravastatina	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  6,0;	  50	  
mM	  de	  Fosfato	  diácido	  de	  Potasio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  	  
Gráfica	  4-­‐29.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐A	  y	  BE	  de	  
Pravastatina	  a	  pH	  6,0;	  tampón	  50	  mM	  (Fosfato).	  (n=6).	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   pH	  6,5.	  Tampón	  50	  mM-­‐Fosfato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐A	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   54,98	  +	  6,39	   11,61	   72,51	  +	  15,23	   21,01	   31,17	  +	  3,78	   12,12	  10	   87,84	  +	  4,12	   4,69	   86,16	  +	  12,41	   14,40	   54,50	  +	  4,51	   8,28	  15	   103,47	  +	  1,48	   1,43	   90,41	  +	  10,70	   11,83	   75,10	  +	  6,34	   8,45	  20	   104,96	  +	  3,88	   3,69	   93,49	  +	  8,76	   9,37	   95,43	  +	  5,01	   5,25	  30	   107,06	  +	  0,94	   0,88	   96,82	  +	  6,21	   6,41	   99,41	  +	  4,16	   4,19	  45	   107,36	  +	  0,92	   0,86	   99,53	  +	  4,06	   4,08	   101,45	  +	  2,63	   2,59	  60	   107,60	  +	  1,03	   0,96	   101,71	  +	  2,57	   2,53	   103,58	  +	  1,73	   1,68	  
Tabla	  4-­‐81.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Pravastatina	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  6,5;	  50	  
mM	  de	  Fosfato	  diácido	  de	  Potasio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  	  
Gráfica	  4-­‐30.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐A	  y	  BE	  de	  
Pravastatina	  a	  pH	  6,5;	  tampón	  50	  mM	  (Fosfato).	  (n=6).	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En	  las	  tablas	  4-­‐82	  a	  4-­‐86	  se	  presentan	  los	  resultados	  medios	  del	  porcentaje	  de	   Pravastatina	   disueltos	   de	   las	   tres	   formulaciones	   ensayadas	   en	   medios	   de	  disolución	   a	   los	   pH	  1,2;	   3,0;	   6,0;	   6,5	   y	   6,8	   de	  menor	   concentración	   iónica	   que	   la	  establecida	  en	  la	  Ph.Eur..	  La	  representación	  gráfica	  de	  estos	  resultados	  se	  muestra	  en	  las	  gráficas	  	  4-­‐31	  a	  4-­‐35.	  	  	   pH	  1,2.	  Tampón	  5	  mM-­‐Cloruro.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐A	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   57,24	  +	  3,73	   6,51	   76,40	  +	  4,14	   5,41	   11,41	  +	  2,29	   20,07	  10	   88,83	  +	  4,96	   5,58	   86,34	  +	  0,65	   0,76	   25,21	  +	  6,40	   25,40	  15	   98,00	  +	  2,80	   2,86	   90,12	  +	  1,14	   1,27	   43,19	  +	  8,11	   18,78	  20	   99,68	  +	  1,80	   1,81	   92,17	  +	  0,93	   1,01	   62,60	  +	  10,64	   16,99	  30	   100,26	  +	  1,18	   1,17	   94,62	  +	  1,60	   1,69	   89,20	  +	  7,31	   8,20	  45	   103,32	  +	  6,84	   6,62	   95,14	  +	  1,61	   1,69	   97,45	  +	  0,70	   0,72	  60	   99,49	  +	  1,22	   1,23	   96,21	  +	  2,35	   2,45	   97,74	  +	  0,77	   0,79	  
Tabla	  4-­‐82.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Pravastatina	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  1,2;	  5	  
mM	  de	  Cloruro	  de	  Sodio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐31.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐A	  y	  BE	  de	  
Pravastatina	  a	  pH	  1,2;	  tampón	  5	  mM	  (Cloruro).	  (n=6).	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   pH	  3,0.	  Tampón	  5	  mM-­‐Cloruro.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐A	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   66,33	  +	  7,62	   11,49	   91,62	  +	  5,79	   6,32	   20,67	  +	  3,45	   16,68	  10	   98,93	  +	  6,16	   6,22	   105,22	  +	  1,65	   1,57	   40,60	  +	  8,36	   20,58	  15	   110,36	  +	  2,30	   2,09	   106,70	  +	  1,39	   1,31	   60,41	  +	  7,82	   12,94	  20	   112,89	  +	  0,83	   0,74	   107,29	  +	  1,71	   1,59	   85,22	  +	  9,38	   11,01	  30	   113,43	  +	  0,62	   0,55	   107,40	  +	  1,37	   1,28	   107,16	  +	  0,99	   0,92	  45	   111,71	  +	  5,21	   4,66	   107,94	  +	  1,70	   1,58	   109,35	  +	  1,13	   1,03	  60	   113,50	  +	  0,71	   0,63	   107,82	  +	  1,28	   1,18	   109,16	  +	  1,04	   0,95	  
Tabla	  4-­‐83.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Pravastatina	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  3,0;	  5	  
mM	  de	  Cloruro	  de	  Sodio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐32.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐A	  y	  BE	  de	  
Pravastatina	  a	  pH	  3,0;	  tampón	  5	  mM	  (Cloruro).	  (n=6).	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   pH	  6,0.	  Tampón	  10	  mM-­‐Fosfato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐A	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   52,83	  +	  4,45	   8,43	   76,90	  +	  8,43	   10,96	   28,70	  +	  3,23	   11,24	  10	   84,91	  +	  3,52	   4,14	   88,28	  +	  9,33	   10,57	   53,31	  +	  3,86	   7,24	  15	   101,08	  +	  3,02	   2,99	   91,16	  +	  7,70	   8,45	   73,91	  +	  6,47	   8,75	  20	   105,00	  +	  2,08	   1,98	   92,89	  +	  7,03	   7,57	   94,50	  +	  6,28	   6,65	  30	   106,29	  +	  0,98	   0,92	   95,71	  +	  5,20	   5,43	   104,09	  +	  0,75	   0,72	  45	   107,29	  +	  1,87	   1,75	   97,91	  +	  4,54	   4,63	   104,64	  +	  1,13	   1,08	  60	   107,88	  +	  1,42	   1,32	   99,59	  +	  3,22	   3,23	   104,62	  +	  1,08	   1,04	  
Tabla	  4-­‐84.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Zolpidem	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  6,0;	  10	  mM	  
de	  Fosfato	  diácido	  de	  Potasio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐33.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐A	  y	  BE	  de	  
Pravastatina	  a	  pH	  6,0;	  tampón	  10	  mM	  (Fosfato).	  (n=6).	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   pH	  6,5.	  Tampón	  10	  mM-­‐Fosfato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐A	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   58,03	  +	  5,04	   8,68	   74,28	  +	  6,26	   8,43	   33,75	  +	  1,84	   5,44	  10	   91,64	  +	  3,59	   3,91	   89,09	  +	  6,38	   7,16	   60,49	  +	  3,20	   5,28	  15	   104,63	  +	  2,69	   2,57	   93,32	  +	  5,38	   5,77	   81,22	  +	  2,40	   2,96	  20	   107,97	  +	  1,26	   1,17	   95,26	  +	  4,78	   5,02	   100,28	  +	  3,30	   3,29	  30	   108,59	  +	  0,56	   0,52	   97,50	  +	  3,90	   4,00	   105,36	  +	  1,44	   1,37	  45	   108,27	  +	  0,20	   0,18	   100,16	  +	  2,72	   2,72	   105,20	  +	  2,31	   2,20	  60	   109,10	  +	  0,85	   0,78	   	  	  	  102,27	  +	  2,76	   2,70	   106,22	  +	  1,60	   1,51	  
Tabla	  4-­‐85.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Pravastatina	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  6,5;	  10	  
mM	  de	  Fosfato	  diácido	  de	  Potasio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐34.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐A	  y	  BE	  de	  
Pravastatina	  a	  pH	  6,5;	  tampón	  10	  mM	  (Fosfato).	  (n=6).	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   pH	  6,8.	  Tampón	  10	  mM-­‐Fosfato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐A	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   55,63	  +	  4,66	   8,38	   73,17	  +	  7,00	   9,57	   31,46	  +	  1,98	   6,29	  10	   85,74	  +	  3,03	   3,53	   86,09	  +	  6,22	   7,23	   55,58	  +	  2,98	   5,37	  15	   101,19	  +	  2,98	   2,94	   89,02	  +	  5,35	   6,01	   77,53	  +	  4,98	   6,42	  20	   105,02	  +	  2,05	   1,95	   92,09	  +	  5,21	   5,66	   98,95	  +	  4,11	   4,16	  30	   106,56	  +	  0,99	   0,93	   93,72	  +	  4,37	   4,67	   104,10	  +	  1,20	   1,16	  45	   106,89	  +	  1,07	   0,99	   96,82	  +	  3,71	   3,83	   104,92	  +	  0,96	   0,91	  60	   107,26	  +	  0,73	   0,68	   98,47	  +	  1,87	   1,90	   105,75	  +	  1,20	   1,14	  
Tabla	  4-­‐86.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Pravastatina	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  6,5;	  10	  
mM	  de	  Fosfato	  diácido	  de	  Potasio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐35.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐A	  y	  BE	  de	  
Pravastatina	  a	  pH	  6,8;	  tampón	  10	  mM	  (Fosfato).	  (n=6).	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En	  la	  tabla	  4-­‐87	  se	  resumen	  los	  porcentajes	  disueltos	  de	  Pravastatina	  de	  las	  tres	  formulaciones	  estudiadas,	  usando	  un	  medio	  de	  disolución	  a	  pH	  4,5	  preparado	  con	  fosfato	  diácido	  de	  potasio	  con	  concentración	  10	  mM.	  	  La	  representación	  gráfica	  de	  estos	  resultados	  se	  muestra	  en	  la	  gráfica	  4-­‐36.	  	  	   pH	  4,5.	  Tampón	  10	  mM-­‐Fosfato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE-­‐A	   BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   52,19	  +	  2,86	   5,47	   72,36	  +	  10,76	   14,87	   28,97	  +	  1,63	   5,64	  10	   85,29	  +	  3,90	   4,57	   85,60	  +	  10,23	   11,95	   55,84	  +	  1,44	   2,57	  15	   101,80	  +	  2,38	   2,34	   90,31	  +	  7,03	   7,79	   79,21	  +	  3,91	   4,94	  20	   105,03	  +	  1,93	   1,84	   93,01	  +	  5,83	   6,27	   99,48	  +	  1,66	   1,67	  30	   105,68	  +	  1,06	   1,00	   97,00	  +	  4,02	   4,14	   104,66	  +	  1,49	   1,43	  45	   106,70	  +	  0,69	   0,64	   100,48	  +	  3,12	   3,10	   105,58	  +	  1,21	   1,15	  60	   106,63	  +	  1,33	   1,25	   101,36	  +	  1,86	   1,83	   104,96	  +	  1,23	   1,17	  
Tabla	  4-­‐87.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Pravastatina	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  4,5;	  10	  
mM	  de	  Fosfato	  diácido	  de	  Potasio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	  	  	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐36.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE-­‐A	  y	  BE	  de	  
Pravastatina	  a	  pH	  4,5;	  tampón	  10	  mM	  (Fosfato).	  (n=6).	  	  	   En	  la	  tabla	  4-­‐88	  se	  muestra	  el	  factor	  de	  similitud	  calculado	  entre	  el	  perfil	  de	  disolución	  del	  producto	  de	  referencia	  y	  la	  formulación	  BE.	  	  	  	  	  
0	  
20	  
40	  
60	  
80	  
100	  
120	  
0	   10	   20	   30	   40	   50	   60	   70	  
%
	  d
is
ue
lto
	  
Tiempo	  (min)	  
Referencia	  
BE-­‐A	  
BE	  
Resultados	  
	  149	  
Medio	  de	  disolución	   f2	   Medio	  de	  disolución	   f2	  pH	  1,2	  (5	  mM)	   12,69	   pH	  6,0	  (10	  mM)	   29,43	  pH	  1,2	  (50	  mM)	   14,01	   pH	  6,0	  (50	  mM)	   26,60	  pH	  2,0	  (50	  mM)	   20,62	   pH	  6,5	  (10	  mM)	   30,70	  pH	  3,0	  (5	  mM)	   16,79	   pH	  6,5	  (50	  mM)	   28,63	  pH	  4,5	  (10	  mM)	   31,24	   pH	  6,8	  (10	  mM)	   30,62	  pH	  4,5	  (36,5	  mM)	   18,91	   pH	  6,8	  (50	  mM)	   28,23	  
Tabla	  4-­‐88.	  Factor	  de	  similitud	  de	  los	  perfiles	  de	  la	  formulación	  BE	  de	  Pravastatina	  en	  los	  diferentes	  
medios	  ensayados.	  	  
6. Ensayos	  in	  vitro	  en	  células	  Caco-­‐2	  para	  determinar	  el	  
efecto	   de	   la	   formulación	   sobre	   la	   permeabilidad	   de	  
Pravastatina	  	   Las	   tablas	   que	   se	   presentan	   a	   continuación	  muestran	   las	   concentraciones	  experimentales	   obtenidas	   en	   el	   compartimiento	   receptor,	   de	   los	   estudios	   de	  soluciones	   de	   Pravastatina	   preparadas	   a	   partir	   de	   los	   productos	   estudiados	  (Referencia,	  BE-­‐A	  y	  BE).	  	  Para	  la	  estimación	  de	  la	  permeabilidad	  se	  utilizó	  en	  todos	  los	  casos	  la	  aproximación	  no	  lineal	  (ecuación	  3-­‐5).	  	  	   Pravastatina	  358	  µM	  (Referencia)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,22	   0,53	   0,25	  30	   0,47	   0,38	   0,53	  60	   1,15	   0,74	   1,83	  90	   1,34	   0,95	   2,32	  Peff	  (cm/s)	   5,75⋅10-­‐07	   2,75⋅10-­‐07	   1,06⋅10-­‐06	  Peff+DE	  (cm/s)	   6,37⋅10-­‐07	  +	  3,97⋅10-­‐07	  
Tabla	  4-­‐89.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  358	  µM	  preparada	  a	  partir	  del	  producto	  
Referencia	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	   Pravastatina	  358	  µM	  (BE)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0	   1,10	   1,16	  30	   1,19	   1,21	   1,45	  60	   2,32	   2,69	   2,50	  90	   2,43	   2,89	   2,94	  Peff	  (cm/s)	   1,16⋅10-­‐06	   1,05⋅10-­‐06	   9,87⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   1,06⋅10-­‐06	  +	  8,52⋅10-­‐08	  
Tabla	  4-­‐90.	  	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  358	  µM	  preparada	  a	  partir	  de	  la	  formulación	  
bioequivalente	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	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Pravastatina	  358	  µM	  (BE-­‐A)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0	   1,94	   2,02	  30	   2,06	   2,07	   2,39	  60	   3,52	   3,62	   3,43	  90	   3,67	   4,26	   3,56	  Peff	  (cm/s)	   1,71⋅10-­‐06	   1,36⋅10-­‐06	   9,63⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   1,35⋅10-­‐06	  +	  3,75⋅10-­‐07	  
Tabla	  4-­‐91.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  358	  µM	  preparada	  a	  partir	  de	  la	  formulación	  
BE-­‐A	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐37.	  Representación	  gráfica	  de	  la	  permeabilidad	  de	  las	  soluciones	  de	  Pravastatina	  
preparadas	  desde	  las	  formulaciones	  estudiadas.	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  2,29	   0,16	   NS	  ANOVA	   0,03	   S	  
Tabla	  4-­‐92.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
permeabilidades	  apical-­‐basolateral	  de	  las	  distintas	  formulaciones	  de	  Pravastatina	  y	  del	  fármaco	  (µM).	  	   Prueba	  de	  comparación	  múltiple	  de	  Scheffé	  	   Referencia	  -­‐	  NS	  S	  
BE	  Referencia	   -­‐	  BE	   -­‐	  BE-­‐A	   NS	  
Tabla	  4-­‐93.	  Resultado	  de	  la	  comparación	  múltiple	  de	  permeabilidades	  apical-­‐basolateral	  de	  
Pravastatina	  desde	  las	  distintas	  formulaciones	  ensayadas	  (µM).	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7. Ensayos	   in	   situ	   para	   determinar	   el	   efecto	   de	   la	  
formulación	  sobre	  la	  permeabilidad	  de	  Pravastatina	  
	   En	  las	  tablas	  que	  se	  muestran	  a	  continuación,	  se	  presentan	  los	  resultados	  de	  los	  experimentos	  individuales	  realizados	  in	  situ	  con	  soluciones	  preparadas	  a	  partir	  del	  producto	  de	  referencia	  y	  las	  dos	  formulaciones	  en	  estudio.	  	  	   Concentración	  remanente	  de	  Pravastatina	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  160	  µg/mL	  (Referencia)	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	   5	  5	   122,82	   106,77	   105,80	   107,86	   111,25	   110,90	   12,81	  10	   122,95	   120,93	   112,83	   116,58	   109,11	   116,48	   10,06	  15	   127,17	   116,59	   110,97	   91,96	   111,65	   111,67	   15,05	  20	   122,37	   124,23	   111,65	   120,63	   109,40	   117,66	   10,04	  25	   129,00	   125,75	   113,78	   126,78	   113,46	   121,75	   9,98	  30	   118,05	   131,65	   107,53	   128,35	   121,12	   121,34	   11,12	  Vr	  (mL)	   5,50	   5,50	   6,00	   4,20	   6,00	   5,44	   1,04	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   0,86	   0,44	   0,65	   0,88	   0,55	   0,68	   0,20	  Ao	  (µg/mL)	   126,37	   108,87	   109,99	   106,08	   108,95	   112,05	   8,13	  
Tabla	  4-­‐94.	  Concentración	  de	  Pravastatina	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  
tiempos	  de	  muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  a	  una	  concentración	  
de	  160	  µg/mL	  (358	  µM),	  preparada	  a	  partir	  del	  producto	  Referencia.	  	  	   Concentración	  remanente	  de	  Pravastatina	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  160	  µg/mL	  (BE-­‐A)	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	   5	  5	   116,99	   114,92	   104,55	   136,72	   127,64	   120,16	   12,36	  10	   122,73	   116,26	   109,37	   138,56	   136,14	   124,61	   12,58	  15	   128,50	   118,99	   108,62	   137,45	   131,26	   124,96	   11,30	  20	   129,55	   120,07	   110,84	   134,19	   140,05	   126,94	   11,59	  25	   131,79	   119,43	   113,44	   133,75	   139,71	   127,62	   10,83	  30	   142,07	   120,94	   116,74	   133,09	   143,46	   131,26	   12,11	  Vr	  (mL)	   5,40	   7,50	   5,70	   7,40	   7,30	   6,66	   1,02	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   0,48	   0,20	   0,57	   0,43	   0,13	   0,36	   0,19	  Ao	  (µg/mL)	   116,43	   114,71	   105,09	   139,59	   127,67	   120,70	   13,26	  
Tabla	  4-­‐95.	  Concentración	  de	  Pravastatina	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  
tiempos	  de	  muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  a	  una	  concentración	  
de	  160	  µg/mL	  (358	  µM),	  preparada	  a	  partir	  de	  la	  formulación	  BE-­‐A.	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Concentración	  remanente	  de	  Pravastatina	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  160	  µg/mL	  (BE)	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	   5	  5	   131,15	   119,09	   119,23	   114,17	   119,88	   120,70	   6,27	  10	   123,31	   111,44	   127,74	   116,99	   133,38	   122,57	   8,65	  15	   112,38	   113,13	   121,77	   117,11	   118,32	   116,54	   3,87	  20	   107,47	   104,01	   119,68	   120,36	   123,16	   114,94	   8,58	  25	   104,50	   104,21	   133,13	   123,34	   128,16	   118,67	   13,52	  30	   93,89	   98,39	   130,03	   125,24	   132,84	   116,08	   18,47	  Vr	  (mL)	   5,50	   5,50	   5,80	   6,50	   5,80	   5,82	   0,41	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   0,76	   0,43	   0,59	   0,35	   0,64	   0,53	   0,16	  Ao	  (µg/mL)	   139,15	   122,47	   120,75	   113,07	   123,04	   123,70	   9,52	  
Tabla	  4-­‐96.	  Concentración	  de	  Pravastatina	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  
tiempos	  de	  muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  a	  una	  concentración	  
de	  160	  µg/mL	  (358	  µM),	  preparada	  a	  partir	  de	  la	  formulación	  bioequivalente.	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐38.	  Representación	  gráfica	  comparativa	  de	  las	  constantes	  de	  absorción	  de	  Pravastatina	  de	  
las	  distintas	  formulaciones	  estudiadas	  en	  el	  modelo	  in	  situ.	  	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  0,05	   0,95	   NS	  ANOVA	   0,09	   NS	  
Tabla	  4-­‐97.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
constantes	  de	  absorción	  en	  el	  modelo	  in	  situ	  de	  las	  distintas	  formulaciones	  de	  Pravastatina	  (µM).	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8. Ensayos	  in	  vitro	  en	  células	  Caco-­‐2	  para	  determinar	  el	  
efecto	   de	   excipientes	   sobre	   la	   permeabilidad	   de	  
Pravastatina	  	   En	   las	   tablas	   que	   se	   presentan	   a	   continuación	   se	   muestran	   las	  concentraciones	   experimentales	   obtenidas	   en	   el	   compartimiento	   receptor,	   del	  estudio	  de	  la	  solución	  de	  Pravastatina	  y	  de	  diferentes	  soluciones	  de	  dicho	  fármaco	  con	   diferentes	   excipientes	   que	   podrían	   estar	   modificando	   la	   permeabilidad	   de	  Pravastatina.	  	  Para	  la	  estimación	  de	  la	  permeabilidad	  se	  utilizó	  en	  todos	  los	  casos	  la	  aproximación	  no	  lineal	  (ecuación	  3-­‐5).	  	  	  	  	   Pravastatina	  358	  µM-­‐Estearato	  de	  magnesio	  (8	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   	  0,23	  	   	  0,24	  	   0	  30	   	  0,30	  	   	  0,27	  	   	  0,22	  	  60	   	  0,36	  	   	  0,38	  	   	  0,28	  	  90	   	  0,49	  	   	  0,47	  	   	  0,36	  	  Peff	  (cm/s)	   1,62⋅10-­‐07	   1,58⋅10-­‐07	   1,90⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   1,70⋅10-­‐07	  +	  1,73⋅10-­‐08	  
Tabla	  4-­‐98.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  358	  µM	  en	  presencia	  de	  Estearato	  de	  magnesio	  
(8	  mg/L)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Pravastatina	  358	  µM-­‐Estearato	  de	  magnesio	  (12	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0	   0	   0	  30	   0,16	   0,20	   0,14	  60	   0,28	   0,34	   0,29	  90	   0,36	   0,47	   0,37	  Peff	  (cm/s)	   2,02⋅10-­‐07	   2,60⋅10-­‐07	   2,09⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   2,24⋅10-­‐07	  +	  3,20⋅10-­‐08	  
Tabla	  4-­‐99.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  358	  µM	  en	  presencia	  de	  Estearato	  de	  magnesio	  
(12	  mg/L)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	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Pravastatina	  358	  µM-­‐Estearato	  de	  magnesio	  (16	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,24	   0,24	   0	  30	   0,31	   0,35	   0,30	  60	   0,53	   0,50	   0,40	  90	   0,71	   0,61	   0,49	  Peff	  (cm/s)	   2,94⋅10-­‐07	   2,29⋅10-­‐07	   2,58⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   2,60⋅10-­‐07	  +	  3,26⋅10-­‐08	  
Tabla	  4-­‐100.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  358	  µM	  en	  presencia	  de	  Estearato	  de	  magnesio	  
(16	  mg/L)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Pravastatina	  358	  µM-­‐Celulosa	  microcristalina	  (15	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,17	   0,15	   0,16	  30	   0,20	   0,20	   0,19	  60	   0,35	   0,32	   0,34	  90	   0,47	   0,40	   0,48	  Peff	  (cm/s)	   1,92⋅10-­‐07	   1,59⋅10-­‐07	   2,03⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   1,85⋅10-­‐07	  +	  2,25⋅10-­‐08	  
Tabla	  4-­‐101.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  358	  µM	  en	  presencia	  de	  Celulosa	  microcristalina	  
(15	  mg/L)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Pravastatina	  358	  µM-­‐Celulosa	  microcristalina	  (250	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,09	   0,10	   0,09	  30	   0,16	   0,22	   0,15	  60	   0,30	   0,39	   0,29	  90	   0,38	   0,48	   0,37	  Peff	  (cm/s)	   1,79⋅10-­‐07	   2,28⋅10-­‐07	   1,73⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   1,93⋅10-­‐07	  +	  3,01⋅10-­‐08	  
Tabla	  4-­‐102.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  358	  µM	  en	  presencia	  de	  Celulosa	  microcristalina	  
(250	  mg/L)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	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Pravastatina	  358	  µM-­‐Celulosa	  microcristalina	  (550	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,10	   0	   0,15	  30	   0,27	   0,32	   0,19	  60	   0,32	   0,39	   0,35	  90	   0,39	   0,45	   0,47	  Peff	  (cm/s)	   1,60⋅10-­‐07	   2,32⋅10-­‐07	   2,02⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   1,81⋅10-­‐07	  +	  3,60⋅10-­‐08	  
Tabla	  4-­‐103.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  358	  µM	  en	  presencia	  de	  Celulosa	  microcristalina	  
(550	  mg/L)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Pravastatina	  358	  µM-­‐Croscarmelosa	  sódica	  (60	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0	   0,30	   0	  30	   0,44	   0,54	   0,52	  60	   0,60	   0,82	   0,61	  90	   0,78	   0,95	   0,82	  Peff	  (cm/s)	   4,13⋅10-­‐07	   4,01⋅10-­‐07	   4,21⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   4,12⋅10-­‐07	  +	  1,02⋅10-­‐08	  
Tabla	  4-­‐104.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  358	  µM	  en	  presencia	  de	  Croscarmelosa	  sódica	  
(60	  mg/L)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Pravastatina	  358	  µM-­‐Óxido	  de	  magnesio	  (50	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,31	   0,22	   0,27	  30	   0,38	   0,30	   0,32	  60	   0,53	   0,57	   0,58	  90	   0,62	   0,68	   0,67	  Peff	  (cm/s)	   2,04⋅10-­‐07	   2,99⋅10-­‐07	   2,69⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   2,57⋅10-­‐07	  +	  4,84⋅10-­‐08	  
Tabla	  4-­‐105.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  358	  µM	  en	  presencia	  de	  Óxido	  de	  magnesio	  	  	  	  	  	  	  
(50	  mg/L)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	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Pravastatina	  358	  µM-­‐Sílice	  coloidal	  (8	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,23	   0,25	   0,22	  30	   0,26	   0,27	   0,23	  60	   0,39	   0,48	   0,34	  90	   0,48	   0,67	   0,41	  Peff	  (cm/s)	   1,72⋅10-­‐07	   2,70⋅10-­‐07	   1,37⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   1,93⋅10-­‐07	  +	  6,90⋅10-­‐08	  
Tabla	  4-­‐106.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  358	  µM	  en	  presencia	  de	  Sílice	  coloidal	  (8	  mg/L)	  
en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Pravastatina	  358	  µM-­‐Carbonato	  de	  magnesio	  (120	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,29	   0,23	   0,19	  30	   0,25	   0,25	   0,24	  60	   0,50	   0,45	   0,41	  90	   0,66	   0,62	   0,52	  Peff	  (cm/s)	   2,58⋅10-­‐07	   2,54⋅10-­‐07	   2,15⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   2,42⋅10-­‐07	  +	  2,38⋅10-­‐08	  
Tabla	  4-­‐107.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  358	  µM	  en	  presencia	  de	  Carbonato	  de	  magnesio	  
(120	  mg/L)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Pravastatina	  358	  µM-­‐Lactosa	  (1000	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,21	   0,21	   0,21	  30	   0,49	   0,37	   0,44	  60	   0,76	   0,74	   0,74	  90	   1,02	   0,92	   0,98	  Peff	  (cm/s)	   4,68⋅10-­‐07	   4,40⋅10-­‐07	   4,56⋅10-­‐07	  Peff+DE	  (cm/s)	   4,54⋅10-­‐07	  +	  1,40⋅10-­‐08	  
Tabla	  4-­‐108.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Pravastatina	  358	  µM	  en	  presencia	  de	  Lactosa	  (1000	  mg/L)	  en	  
la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	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Gráfica	  4-­‐39.	  Representación	  gráfica	  de	  la	  permeabilidad	  de	  Pravastatina	  y	  de	  Pravastatina	  más	  
Estearato	  de	  magnesio,	  Celulosa	  microcristalina,	  Croscarmelosa,	  Óxido	  de	  magnesio	  y	  Lactosa	  
(excipientes	  presentes	  en	  el	  producto	  de	  Referencia).	  	  	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  3,01	   0,06	   NS	  ANOVA	   0,03	   S	  
Tabla	  4-­‐109.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
permeabilidades	  de	  Pravastatina	  en	  presencia	  de	  los	  excipientes	  estudiados	  del	  producto	  Referencia.	  	  	   Prueba	  de	  comparación	  múltiple	  de	  Scheffé	  	   Pravastatina	   Pravastatina+	  Estearato	   Pravastatina+	  Celulosa	   Pravastatina+	  Croscarmelosa	   Pravastatina+	  Óxido	  magnesio	  Pravastatina	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  Pravastatina	  +Estearato	   NS	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  Pravastatina	  +Celulosa	   NS	   NS	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  Pravastatina	  +Croscarmelosa	   S	   S	   S	   -­‐	   -­‐	  Pravastatina	  +Óxido	  magnesio	   NS	   NS	   NS	   S	   -­‐	  Pravastatina	  +Lactosa	   S	   S	   S	   NS	   S	  
Tabla	  4-­‐110.	  Resultado	  de	  la	  comparación	  múltiple	  de	  permeabilidades	  de	  Pravastatina	  en	  presencia	  
de	  los	  excipientes	  estudiados	  del	  producto	  Referencia.	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Gráfica	  4-­‐40.	  Representación	  gráfica	  de	  la	  permeabilidad	  de	  Pravastatina	  y	  de	  Pravastatina	  más	  
Estearato	  de	  magnesio,	  Celulosa	  microcristalina,	  Croscarmelosa,	  Sílice,	  Carbonato	  de	  magnesio	  y	  
Lactosa	  (excipientes	  presentes	  en	  la	  formulación	  BE-­‐A).	  	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  2,81	   0,052	   NS	  ANOVA	   0,01	   S	  
Tabla	  4-­‐111.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
permeabilidades	  de	  Pravastatina	  en	  presencia	  de	  los	  excipientes	  estudiados	  del	  producto	  BE-­‐A.	  	  	  	   Prueba	  de	  comparación	  múltiple	  de	  Scheffé	  	   Pravastatina	   Pravastatina	  +Estearato	   Pravastatina	  +Celulosa	   Pravastatina	  +Croscarmelosa	   Pravastatina	  +Sílice	   Pravastatina	  +Carbonato	  Pravastatina	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  Pravastatina	  +Estearato	   NS	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  Pravastatina	  +Celulosa	   NS	   S	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  Pravastatina	  +Croscarmelosa	   S	   S	   S	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  Pravastatina	  +Sílice	   NS	   NS	   NS	   S	   -­‐	   -­‐	  Pravastatina	  +Carbonato	   NS	   NS	   NS	   S	   NS	   -­‐	  Pravastatina	  +Lactosa	   S	   S	   S	   NS	   S	   NS	  
Tabla	  4-­‐112.	  Resultado	  de	  la	  comparación	  múltiple	  de	  permeabilidades	  de	  Pravastatina	  en	  presencia	  
de	  los	  excipientes	  estudiados	  del	  producto	  BE-­‐A.	  	  	  
0,00E+00	  5,00E-­‐08	  1,00E-­‐07	  
1,50E-­‐07	  2,00E-­‐07	  2,50E-­‐07	  
3,00E-­‐07	  3,50E-­‐07	  4,00E-­‐07	  
4,50E-­‐07	  5,00E-­‐07	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Gráfica	  4-­‐41.	  Representación	  gráfica	  de	  la	  permeabilidad	  de	  Pravastatina	  y	  de	  Pravastatina	  más	  
Estearato	  de	  magnesio	  y	  Celulosa	  microcristalina	  (excipientes	  presentes	  en	  el	  producto	  BE).	  	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  2,55	   0,16	   NS	  ANOVA	   0,06	   NS	  
Tabla	  4-­‐113.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
permeabilidades	  de	  Pravastatina	  en	  presencia	  de	  los	  excipientes	  estudiados	  del	  producto	  BE.	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐42.	  Representación	  gráfica	  comparativa	  de	  la	  permeabilidad	  de	  Pravastatina	  en	  presencia	  
de	  diferentes	  concentraciones	  de	  Celulosa	  microcristalina.	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   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  0,83	   0,48	   NS	  ANOVA	   0,64	   NS	  
Tabla	  4-­‐114.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
permeabilidades	  de	  Pravastatina	  en	  presencia	  de	  diferentes	  concentraciones	  de	  Celulosa	  
microcristalina.	  	   En	   las	   tablas	   que	   se	   presentan	   a	   continuación	   se	   muestran	   las	  concentraciones	   experimentales	   obtenidas	   en	   el	   compartimiento	   receptor,	   en	   el	  estudio	  en	  células	  Caco-­‐2	  empleando	  soluciones	  de	  Metoprolol	  con	   los	  diferentes	  excipientes	   estudiados	   previamente.	   Para	   la	   estimación	   de	   la	   permeabilidad	   se	  utilizó	  en	  todos	  los	  casos	  la	  aproximación	  más	  adecuada	  (ecuación	  3-­‐3).	  	  	  	   Metoprolol	  100	  µM-­‐Estearato	  de	  magnesio	  (8	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   5,52	   2,52	   4,38	  30	   8,52	   8,03	   8,27	  60	   6,12	   4,89	   8,42	  90	   12,24	   12,04	   10,62	  Peff	  (cm/s)	   1,51⋅10-­‐05	   1,87⋅10-­‐05	   1,48⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   1,62⋅10-­‐05	  +	  2,19⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐115.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Metoprolol	  100	  µM	  en	  presencia	  de	  Estearato	  de	  magnesio	  	  	  	  	  
(8	  mg/L)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	   Metoprolol	  100	  µM-­‐Estearato	  de	  magnesio	  (12	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   1,75	   2,16	   2,72	  30	   4,46	   6,05	   7,10	  60	   6,09	   6,03	   10,91	  90	   13,58	   13,79	   14,67	  Peff	  (cm/s)	   2,74⋅10-­‐05	   2,61⋅10-­‐05	   3,04⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   2,80⋅10-­‐05	  +	  2,21⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐116.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Metoprolol	  100	  µM	  en	  presencia	  de	  Estearato	  de	  magnesio	  	  	  
(12	  mg/L)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	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   Metoprolol	  100	  µM-­‐Estearato	  de	  magnesio	  (16	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   3,65	   2,27	   2,93	  30	   7,14	   6,06	   9,16	  60	   7,31	   10,48	   10,82	  90	   17,33	   15,76	   17,23	  Peff	  (cm/s)	   3,35⋅10-­‐05	   3,45⋅10-­‐05	   3,54⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   3,45⋅10-­‐05	  +	  9,52⋅10-­‐07	  
Tabla	  4-­‐117.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Metoprolol	  100	  µM	  en	  presencia	  de	  Estearato	  de	  magnesio	  	  	  
(16	  mg/L)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Metoprolol	  100	  µM-­‐Celulosa	  microcristalina	  (15	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   2,12	   3,68	   3,44	  30	   7,18	   8,23	   7,30	  60	   9,32	   9,66	   10,35	  90	   18,85	   15,55	   16,28	  Peff	  (cm/s)	   4,18⋅10-­‐05	   2,95⋅10-­‐05	   3,32⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   3,48⋅10-­‐05	  +	  6,31⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐118.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Metoprolol	  µM	  en	  presencia	  de	  Celulosa	  microcristalina	  (15	  
mg/L)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Metoprolol	  100	  µM-­‐Croscarmelosa	  sódica	  (60	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   4,03	   3,28	   2,14	  30	   7,50	   7,53	   7,24	  60	   9,65	   9,95	   10,36	  90	   15,98	   15,10	   14,74	  Peff	  (cm/s)	   3,07⋅10-­‐05	   2,97⋅10-­‐05	   3,09⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   3,04⋅10-­‐05	  +	  6,78⋅10-­‐07	  
Tabla	  4-­‐119.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Metoprolol	  100	  µM	  en	  presencia	  de	  Croscarmelosa	  sódica	  (60	  
mg/L)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	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   Metoprolol	  100	  µM-­‐Óxido	  de	  magnesio	  (50	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   3,64	   2,56	   4,75	  30	   7,26	   5,51	   9,38	  60	   8,73	   10,94	   8,78	  90	   16,00	   15,70	   14,65	  Peff	  (cm/s)	   3,08⋅10-­‐05	   3,47⋅10-­‐05	   2,37⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   2,98⋅10-­‐05	  +	  5,57⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐120.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Metoprolol	  100	  µM	  en	  presencia	  de	  Óxido	  de	  magnesio	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(50	  mg/L)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Metoprolol	  100	  µM-­‐Sílice	  coloidal	  (8	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   1,44	   3,22	   0,91	  30	   5,76	   6,82	   5,70	  60	   9,30	   16,52	   11,39	  90	   19,14	   20,79	   19,80	  Peff	  (cm/s)	   4,47⋅10-­‐05	   5,27⋅10-­‐05	   4,92⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   4,89⋅10-­‐05	  +	  3,99⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐121.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Metoprolol	  100	  µM	  en	  presencia	  de	  Sílice	  coloidal	  (8	  mg/L)	  en	  
la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Metoprolol	  100	  µM-­‐Carbonato	  de	  magnesio	  (120	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   3,63	   3,98	   1,54	  30	   6,86	   7,08	   5,43	  60	   10,74	   8,03	   7,84	  90	   18,19	   14,02	   13,84	  Peff	  (cm/s)	   3,90⋅10-­‐05	   2,46⋅10-­‐05	   2,89⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   3,09⋅10-­‐05	  +	  7,39⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐122.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Metoprolol	  100	  µM	  en	  presencia	  de	  Carbonato	  de	  magnesio	  
(120	  mg/L)	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	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   Metoprolol	  100	  µM-­‐Lactosa	  (1000	  mg/L)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,21	   0,21	   0,24	  30	   0,49	   0,37	   0,28	  60	   0,76	   0,74	   0,48	  90	   1,02	   0,92	   0,63	  Peff	  (cm/s)	   3,93	  ⋅10-­‐05	   5,18⋅10-­‐05	   5,50⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   4,87⋅10-­‐05	  +	  8,29⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐123.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Metoprolol	  100	  µM	  en	  presencia	  de	  Lactosa	  (1000	  mg/L)	  en	  la	  
línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐43.	  Representación	  gráfica	  de	  la	  permeabilidad	  de	  Metoprolol	  y	  de	  Metoprolol	  más	  
Estearato	  de	  magnesio,	  Celulosa	  microcristalina,	  Croscarmelosa,	  Óxido	  de	  magnesio	  y	  Lactosa	  
(excipientes	  presentes	  en	  el	  producto	  de	  Referencia).	  	  	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  3,86	   0,07	   NS	  ANOVA	   0,00	   S	  
Tabla	  4-­‐124.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
permeabilidades	  de	  Metoprolol	  en	  presencia	  de	  los	  excipientes	  estudiados	  del	  producto	  Referencia	  de	  
Pravastatina.	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   Prueba	  de	  comparación	  múltiple	  de	  Scheffé	  	   Metoprolol	   Metoprolol	  +Estearato	   Metoprolol	  +Celulosa	   Metoprolol	  +Croscarmelosa	   Metoprolol+	  Oxido	  de	  magnesio	  
Metoprolol	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
Metoprolol	  +Estearato	   NS	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
Metoprolol	  +Celulosa	   NS	   S	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
Metoprolol	  +Croscarmelosa	   S	   S	   NS	   -­‐	   -­‐	  
Metoprolol+	  	  	  	  	  	  Oxido	  de	  magnesio	   NS	   S	   NS	   NS	   -­‐	  
Metoprolol	  +Lactosa	   S	   S	   NS	   NS	   NS	  
Tabla	  4-­‐125.	  Resultado	  de	  la	  comparación	  múltiple	  de	  permeabilidades	  de	  Metoprolol	  en	  presencia	  de	  
los	  excipientes	  estudiados	  del	  producto	  Referencia	  de	  Pravastatina.	  	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐44.	  Representación	  gráfica	  de	  la	  permeabilidad	  de	  Pravastatina	  y	  de	  Pravastatina	  más	  
Estearato	  de	  magnesio,	  Celulosa	  microcristalina,	  Croscarmelosa,	  Sílice,	  Carbonato	  de	  magnesio	  y	  
Lactosa	  (excipientes	  presentes	  en	  la	  formulación	  BE-­‐A).	  	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  5,13	   0,08	   NS	  ANOVA	   0,00	   S	  
Tabla	  4-­‐126.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
permeabilidades	  de	  Metoprolol	  en	  presencia	  de	  los	  excipientes	  estudiados	  del	  producto	  BE-­‐A	  de	  
Pravastatina.	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Prueba	  de	  comparación	  múltiple	  de	  Scheffé	  	   Metoprolol	   Metoprolol	  +Estearato	   Metoprolol	  +Celulosa	   Metoprolol	  +Croscarmelosa	   Metoprolol	  +Sílice	   Metoprolol	  +Carbonato	  
Metoprolol	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
Metoprolol	  +Estearato	   S	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
Metoprolol	  +Celulosa	   NS	   NS	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
Metoprolol	  +Croscarmelosa	   S	   NS	   NS	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
Metoprolol	  +Sílice	   S	   S	   S	   S	   -­‐	   -­‐	  
Metoprolol	  +Carbonato	   NS	   NS	   NS	   NS	   S	   -­‐	  
Metoprolol	  +Lactosa	   S	   S	   S	   S	   NS	   NS	  
Tabla	  4-­‐127.	  Resultado	  de	  la	  comparación	  múltiple	  de	  permeabilidades	  de	  Metoprolol	  en	  presencia	  de	  
los	  excipientes	  estudiados	  del	  producto	  BE-­‐A	  de	  Pravastatina.	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐45.	  Representación	  gráfica	  de	  la	  permeabilidad	  de	  Metoprolol	  y	  de	  Metoprolol	  más	  
Estearato	  de	  magnesio	  y	  Celulosa	  microcristalina	  (excipientes	  presentes	  en	  el	  producto	  BE).	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  4,10	   0,08	   NS	  ANOVA	   0,02	   S	  
Tabla	  4-­‐128.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
permeabilidades	  de	  Metoprolol	  en	  presencia	  de	  los	  excipientes	  estudiados	  del	  producto	  BE-­‐A	  de	  
Pravastatina.	  	   Prueba	  de	  comparación	  múltiple	  de	  Scheffé	  	   Metoprolol	   Metoprolol	  +Estearato	  
Metoprolol	   -­‐	   -­‐	  
Metoprolol	  +Estearato	   NS	   -­‐	  
Metoprolol+Celulosa	   S	   NS	  
Tabla	  4-­‐129.	  Resultado	  de	  la	  comparación	  múltiple	  de	  permeabilidades	  de	  Metoprolol	  en	  presencia	  de	  
los	  excipientes	  estudiados	  del	  producto	  BE	  de	  Pravastatina.	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C. Cloperastina 	  
1. Validación	  del	  método	  analítico	  	   Se	  realizaron	  estudios	  de	   linealidad	  de	   las	  curvas	  de	  calibración	  utilizadas	  para	   valorar	   las	   muestras.	   	   En	   la	   tabla	   4-­‐130	   se	   muestra	   el	   coeficiente	   de	  determinación	  “r2”	  de	  las	  curvas	  de	  calibración,	  que	  siempre	  fue	  superior	  a	  0,990.	  	  En	   la	   tabla	   también	   se	   detallan	   los	   errores	   estándar	   (EE)	   de	   la	   ordenada	   en	   el	  origen	  y	  de	  la	  pendiente	  de	  la	  recta.	  	  Cloperastina	  (µM)	   Ordenada	  en	  el	  origen	   EE	   Pendiente	   EE	   r2	  0,2-­‐20	   -­‐12364,34	   5989,94	   30941,78	   575,85	   0,9979	  1-­‐100	   -­‐41104,46	   18777,07	   35520,47	   361,03	   0,9994	  2-­‐200	   -­‐54549,98	   26665,54	   34875,66	   256,35	   0,9997	  
Tabla	  4-­‐130.	  Ensayo	  de	  linealidad	  de	  las	  curvas	  de	  calibración	  empleados	  para	  la	  valoración	  de	  las	  
muestras	  por	  HPLC	  a	  las	  distintas	  concentraciones	  de	  Cloperastina	  ensayadas.	  	   En	   la	   tabla	  4-­‐131	   se	  detallan	   los	   resultados	  de	   los	   ensayos	  de	  precisión	   y	  exactitud	  realizados	  sobre	  patrones	  de	  concentración	  conocida	  a	   través	  del	  error	  absoluto	  (Ea)	  y	  error	  relativo	  (Er	  %).	  	  En	  la	  tabla	  4-­‐132	  se	  presentan	  los	  límites	  de	  detección	  y	  cuantificación.	  	   Recta	   0,2-­‐20	   1-­‐100	   2-­‐200	  	   Patrón	  5%	  CTeórica	   1,00	   5,00	   10,00	  CExperimental	   0,95	   5,26	   10,13	  CV	  (%)	   3,70	   0,39	   0,50	  Ea	   -­‐4,72⋅10-­‐02	   0,26	   0,13	  Er	  (%)	   -­‐4,72	   5,18	   1,27	  	   Patrón	  10%	  CTeórica	   2,00	   10,00	   20,00	  CExperimental	   1,82	   10,07	   19,60	  CV	  (%)	   1,99	   0,14	   0,59	  Ea	   -­‐0,09	   0,07	   -­‐0,40	  Er	  (%)	   -­‐9,00	   0,70	   -­‐2,01	  	   Patrón	  70%	  CTeórica	   14,00	   70,00	   140,00	  CExperimental	   14,18	   67,98	   139,44	  CV	  (%)	   0,95	   0,73	   0,55	  Ea	   0,18	   -­‐2,02	   -­‐0,56	  Er	  (%)	   1,26	   -­‐2,89	   -­‐0,40	  
Tabla	  4-­‐131.	  Ensayo	  de	  exactitud	  y	  precisión	  de	  las	  curvas	  de	  calibración	  empleadas	  para	  la	  
valoración	  de	  las	  muestras	  a	  distintas	  concentraciones	  de	  Cloperastina	  ensayadas.	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   Cloperastina	  (µM)	   Límite	  de	  	  detección	  (µM)	   Límite	  de	  	  cuantificación	  (µM)	  0,2-­‐20	   0,64	   1,94	  1-­‐100	   1,74	   5,29	  2-­‐200	   2,52	   7,65	  
Tabla	  4-­‐132.	  	  Límites	  de	  detección	  y	  cuantificación	  en	  de	  la	  técnica	  de	  valoración	  empleada	  para	  
determinar	  la	  concentración	  de	  Cloperastina	  en	  las	  muestras.	  	  	  
2. Concentración	  de	  saturación	  	   En	   las	   tablas	   4-­‐133,	   4-­‐134	   y	   4-­‐135	   se	   detallan	   los	   resultados	   de	   las	  concentraciones	   en	   condición	   de	   saturación	   de	   Cloperastina	   a	   partir	   de	   la	   sal	  Cloperastina	   Fendizoato,	   obtenidas	   experimentalmente	   en	   forma	   individual	   y	  promedio	   a	  pH	  1,2;	   4,5	   y	  6,8,	   respectivamente.	   	   En	   la	   gráfica	  4-­‐46	   se	  muestra	   el	  perfil	  solubilidad-­‐pH.	  	  	  	  Tiempo	  (h)	   Concentración	  (mg/mL)	   Promedio	   Desviación	  estándar	   CV	  (%)	   Do	  
4	  
8,17	  
7,60	   0,53	   6,90	  
1,70⋅10-­‐02	  
7,14	  
7,50	  
8	  
7,99	  
7,87	   0,41	   5,26	  7,41	  
8,21	  
18	  
9,85	  
9,74	   0,28	   2,87	  9,42	  
9,94	  
24	  
9,77	  
9,99	   0,24	   2,40	  9,96	  
10,24	  
	   	   8,80	   1,17	   13,24	  
Tabla	  4-­‐133.	  Concentración	  de	  saturación	  de	  Cloperastina	  a	  pH	  1,2.	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  Tiempo	  (h)	   Concentración	  (mg/mL)	   Promedio	   Desviación	  estándar	   CV	  (%)	   Do	  
4	  
3,05⋅10-­‐02	  
2,53⋅10-­‐02	   4,50⋅10-­‐03	   17,79	  
6,85	  
22,8⋅10-­‐02	  
22,6⋅10-­‐02	  
8	  
1,89⋅10-­‐02	  
2,29⋅10-­‐02	   4,00⋅10-­‐03	   17,31	  2,68⋅10-­‐02	  
2,31⋅10-­‐02	  
18	  
1,63⋅10-­‐02	  
2,09⋅10-­‐02	   4,20⋅10-­‐03	   20,29	  2,17⋅10-­‐02	  
2,47⋅10-­‐02	  
24	  
1,68⋅10-­‐02	  
1,85⋅10-­‐02	   4,80⋅10-­‐03	   26,10	  1,47⋅10-­‐02	  
2,39⋅10-­‐02	  
	   	   2,19⋅10-­‐02	   4,60⋅10-­‐03	   20,88	  
Tabla	  4-­‐134.	  Concentración	  de	  saturación	  de	  Cloperastina	  a	  pH	  4,5.	  	  	  	  Tiempo	  (h)	   Concentración	  (mg/mL)	   Promedio	   Desviación	  estándar	   CV	  (%)	   Do	  
4	  
1,39⋅10-­‐02	  
1,30⋅10-­‐02	   0,90⋅10-­‐03	   6,68	  
12,10	  
1,21⋅10-­‐02	  
1,30⋅10-­‐02	  
8	  
1,34⋅10-­‐02	  
1,23⋅10-­‐02	   1,20⋅10-­‐03	   9,40	  1,11⋅10-­‐02	  
1,25⋅10-­‐02	  
18	  
1,28⋅10-­‐02	  
1,22⋅10-­‐02	   0,80⋅10-­‐03	   6,73	  1,24⋅10-­‐02	  
1,13⋅10-­‐02	  
24	  
1,23⋅10-­‐02	  
1,21⋅10-­‐02	   0,60⋅10-­‐03	   5,15	  1,14⋅10-­‐02	  
1,25⋅10-­‐02	  
	   	   1,24⋅10-­‐02	   0,80⋅10-­‐03	   6,80	  
Tabla	  4-­‐135.	  Concentración	  de	  saturación	  de	  Cloperastina	  a	  pH	  6,8.	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Gráfica	  4-­‐46.	  	  Perfil	  de	  solubilidad	  en	  función	  del	  pH	  de	  Cloperastina	  a	  37	  ºC.	  	  
3. Coeficiente	  de	  reparto	  	   En	   la	   tabla	   4-­‐136	   se	   muestran	   los	   valores	   individuales	   y	   promedios	   de	  reparto	  en	  n-­‐octanol	  y	  solución	  acuosa	  tamponada	  a	  pH	  6,8,	  (D6,8)	  	  Tiempo	  (h)	   D	  solución	  mg/mL	   Promedio	   Desviación	  estándar	   CV(%)	   Log	  D6,8	  
1	   700,69	  
842,75	   93,49	   11,09	   2,93	  
2	   874,87	  
2	   812,61	  
4	   855,60	  
4	   824,75	  
24	   987,99	  
Tabla	  4-­‐136.	  Coeficiente	  de	  reparto	  (D6,8)	  en	  n-­‐octanol	  de	  Cloperastina	  a	  partir	  de	  una	  solución	  
acuosa.	  	  	  
4. Ensayos	  in	  vitro	  en	  células	  Caco-­‐2	  para	  determinar	  la	  
permeabilidad	  de	  Cloperastina	  	   En	   las	   tablas	   que	   se	   presentan	   a	   continuación,	   se	   muestran	   las	  concentraciones	   experimentales	  obtenidas	   en	  el	   compartimiento	   receptor,	   de	   los	  estudios	   de	   soluciones	   de	   Cloperastina	   a	   diferentes	   concentraciones.	   Para	   la	  estimación	  de	   la	  permeabilidad	  se	  utilizó,	  en	   todos	   los	  casos,	   la	  aproximación	  no	  lineal	  (ecuación	  3-­‐5).	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   Cloperastina	  200	  µM	  	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   7,21	   8,51	   8,36	  30	   17,87	   14,26	   16,37	  60	   29,88	   30,77	   31,06	  90	   34,27	   37,83	   35,40	  Peff	  (cm/s)	   2,91⋅10-­‐05	   3,35⋅10-­‐05	   3,05⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   3,10⋅10-­‐05	  +	  2,22⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐137.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Cloperastina	  200	  µM	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Cloperastina	  100	  µM	  	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   3,74	   2,05	   3,37	  30	   7,61	   5,03	   6,89	  60	   15,15	   9,10	   13,70	  90	   14,73	   13,65	   15,31	  Peff	  (cm/s)	   2,51⋅10-­‐05	   2,27⋅10-­‐05	   2,61⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   2,46⋅10-­‐05	  +	  1,78⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐138.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Cloperastina	  100	  µM	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Cloperastina	  50	  µM	  	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   1,25	   1,48	   2,09	  30	   2,90	   2,74	   2,55	  60	   5,64	   5,18	   4,19	  90	   6,02	   6,07	   5,99	  Peff	  (cm/s)	   1,99⋅10-­‐05	   1,93⋅10-­‐05	   1,66⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   1,86⋅10-­‐05	  +	  1,80⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐139.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Cloperastina	  50	  µM	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	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   Cloperastina	  20	  µM	  	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,56	   0,70	   0,73	  30	   1,11	   1,20	   0,98	  60	   1,89	   2,19	   2,03	  90	   2,31	   2,35	   2,36	  Peff	  (cm/s)	   1,78⋅10-­‐05	   1,79⋅10-­‐05	   1,81⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   1,79⋅10-­‐05	  +	  1,42⋅10-­‐07	  
Tabla	  4-­‐140.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Cloperastina	  20	  µM	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  	   Cloperastina	  20	  µM	  	  	  	  	  Azida	  1	  mM	  	  	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,50	   0,52	   0,52	  30	   1,80	   1,75	   1,85	  60	   2,83	   2,83	   2,86	  90	   4,10	   4,07	   4,24	  Peff	  (cm/s)	   3,70⋅10-­‐05	   3,67⋅10-­‐05	   3,84⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   3,74⋅10-­‐05	  +	  8,92⋅10-­‐07	  
Tabla	  4-­‐141.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Cloperastina	  20	  µM	  en	  presencia	  de	  Azida	  sódica	  1	  mM	  	  en	  la	  
línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐47.	  Representación	  gráfica	  de	  las	  permeabilidades	  de	  las	  distintas	  concentraciones	  de	  
Cloperastina	  y	  de	  la	  solución	  de	  Cloperastina	  en	  presencia	  de	  Azida	  Sódica.	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   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  2,67	   0,09	   NS	  ANOVA	   0,00	   S	  
Tabla	  4-­‐142.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
permeabilidades	  apical-­‐basolateral	  de	  las	  distintas	  concentraciones	  de	  Cloperastina	  (µM).	  	   Prueba	  de	  comparación	  múltiple	  de	  Scheffé	  Cloperastina	   200	  µM	   100	  µM	   50	  µM	   20	  µM	  200	  µM	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  100	  µM	   S	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  50	  µM	   S	   S	   -­‐	   -­‐	  20	  µM	   S	   S	   NS	   -­‐	  20	  µM	  +	  Azida	   S	   S	   S	   S	  
Tabla	  4-­‐143.	  Resultado	  de	  la	  comparación	  múltiple	  de	  permeabilidades	  apical-­‐basolateral	  de	  
Cloperastina	  a	  las	  distintas	  concentraciones	  (µM)	  ensayadas.	  	  	  	  
5. Perfiles	  de	  disolución	  	   En	   las	   tablas	   4-­‐144,	   4-­‐145	   y	   4-­‐146	   se	   presentan	   los	   porcentajes	   disueltos	  promedio	  de	  Cloperastina	  en	  función	  del	  tiempo	  	  del	  producto	  de	  referencia,	  y	  las	  formulaciones	  BE	  y	  No	  BE	  en	  los	  medios	  pH	  1,2;	  4,5	  y	  6,8	  descritos	  en	  la	  Ph.Eur..	  Los	  perfiles	  de	  disolución	  correspondientes,	  se	  muestran	  en	  las	  gráficas	  4-­‐48,	  4-­‐49	  y	  4-­‐50.	  	   pH	  1,2.	  Tampón	  50	  mM-­‐Cloruro.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE	   No	  BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   23,91+	  2,88	   12,03	   54,03	  +	  3,98	   7,37	   64,30	  +	  	  4,35	   6,77	  10	   33,92	  +	  5,28	   15,55	   63,37	  +	  4,84	   7,64	   75,71	  +	  	  5,33	   7,04	  15	   37,48	  +	  5,35	   14,27	   70,04	  +	  5,68	   8,11	   82,01	  +	  	  5,06	   6,17	  20	   39,43	  +	  3,60	   9,13	   80,53	  +	  6,53	   8,11	   85,39	  +	  	  6,38	   7,47	  30	   47,07	  +	  4,72	   10,04	   32,51	  +	  1,35	   4,14	   89,90	  +	  	  6,70	   7,46	  45	   46,78	  +	  6,59	   14,10	   39,18	  +	  2,89	   7,38	   94,01	  +	  	  6,19	   6,58	  60	   54,39	  +	  4,25	   7,82	   43,82	  +	  3,25	   7,43	   94,75	  +	  	  6,96	   7,35	  90	   58,69	  +	  5,62	   9,57	   47,96	  +	  3,96	   8,26	   96,22	  +	  	  6,67	   6,93	  
Tabla	  4-­‐144.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Cloperastina	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  1,2;	  50	  
mM	  de	  Cloruro	  de	  Sodio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	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Gráfica	  4-­‐48.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE	  y	  No	  BE	  de	  
Cloperastina	  a	  pH	  1,2;	  tampón	  50	  mM	  (Cloruro).	  (n=6).	  	  	  	   pH	  4,5.	  Tampón	  36,5	  mM-­‐Acetato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE	   No	  BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   	  24,40	  +	  0,84	  	   	  3,45	  	   	  19,91	  +	  2,15	  	   	  10,81	  	   	  28,41	  +	  1,02	  	   	  3,58	  	  10	   	  30,61	  +	  0,46	  	   	  1,52	  	   	  17,44	  	  +	  0,57	   	  3,28	  	   	  34,04	  +	  0,80	   	  2,34	  	  15	   	  34,50	  +	  0,44	  	   	  1,27	  	   	  19,23	  +	  0,66	   	  3,42	  	   	  36,78	  +	  0,53	   	  1,45	  	  20	   	  37,10	  +	  0,50	  	   	  1,35	  	   	  20,43	  +	  0,60	   	  2,92	  	   	  38,82	  +	  0,68	   	  1,74	  	  30	   	  41,48	  +	  0,33	  	   	  0,80	  	   	  23,05	  +	  0,58	   	  2,50	  	   	  42,77	  +	  0,51	   	  1,19	  	  45	   	  45,47	  +	  0,46	  	   	  1,01	  	   	  25,84	  +	  0,73	   	  2,84	  	   	  47,35	  +	  0,49	  	   	  1,03	  	  60	   	  48,43	  +	  0,30	  	   	  0,62	  	   	  27,96	  +	  0,53	   	  1,88	  	   	  51,21	  +	  0,68	   	  1,33	  	  90	   	  52,12	  +	  0,51	  	   	  0,98	  	   	  31,32	  +	  0,74	   	  2,37	  	   	  56,21	  +	  0,86	   	  1,52	  	  
Tabla	  4-­‐145.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Cloperastina	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  4,5;	  
36,5	  mM	  de	  Acetato	  de	  Sodio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	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Gráfica	  4-­‐49.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE	  y	  No	  BE	  de	  
Cloperastina	  a	  pH	  4,5;	  tampón	  36,5	  mM	  (Acetato).	  (n=6).	  	  	  	  	  	  	   pH	  6,8.	  Tampón	  50	  mM-­‐Fosfato.	  Aparato	  II.	  50	  r.p.m.	  Tiempo	  (min)	   Porcentaje	  disuelto	  Referencia	   BE	   No	  BE	  Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	   Media	  +	  DE	   CV	  (%)	  5	   	  14,72	  +	  1,18	  	   	  8,04	  	   	  11,98	  +	  0,49	   	  4,08	  	   	  20,81	  +	  0,90	  	   	  4,31	  	  10	   	  18,72	  +	  0,74	  	   	  3,94	  	   	  13,56	  +	  0,47	   	  3,48	  	   	  24,83	  +	  0,71	  	   	  2,86	  	  15	   	  20,35	  +	  1,09	  	   	  5,34	  	   	  14,27	  +	  0,33	   	  2,35	  	   	  25,83	  +	  0,43	  	   	  1,66	  	  20	   	  21,32	  +	  0,94	  	   	  4,41	  	   	  15,04	  +	  0,12	   	  0,77	  	   	  26,62	  +	  0,62	   	  2,31	  	  30	   	  22,74	  +	  0,57	   	  2,53	  	   	  16,23	  +	  0,23	   	  1,41	  	   	  28,10	  +	  0,59	   	  2,11	  	  45	   	  24,46	  +	  0,74	   	  3,01	  	   	  17,68	  +	  0,20	   	  1,13	  	   	  30,20	  +	  0,96	   	  3,17	  	  60	   	  26,35	  +	  1,06	  	   	  4,04	  	   	  18,81	  +	  0,28	   	  1,47	  	   	  32,04	  +	  0,93	   	  2,90	  	  90	   	  28,00	  +	  0,97	   	  3,46	  	   	  20,85	  +	  0,28	   	  1,34	  	   	  34,08	  +	  0,55	   	  1,61	  	  
Tabla	  4-­‐146.	  Porcentajes	  disueltos	  de	  Cloperastina	  en	  función	  del	  tiempo	  en	  medio	  tampón	  pH	  6,8;	  50	  
mM	  de	  Fosfato	  de	  potasio,	  empleando	  el	  aparato	  II	  a	  50	  r.p.m.	  (n=6).	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Gráfica	  4-­‐50.	  Perfil	  de	  disolución	  comparativo	  producto	  de	  referencia	  y	  formulaciones	  BE	  y	  No	  BE	  de	  
Cloperastina	  a	  pH	  6,8;	  tampón	  50	  mM	  (Cloruro).	  (n=6).	  	   En	  la	  tabla	  4-­‐147	  se	  muestra	  el	  factor	  de	  similitud	  calculado	  entre	  el	  perfil	  de	  disolución	  del	  producto	  de	  referencia	  y	  los	  perfiles	  de	  las	  formulaciones	  BE	  y	  No	  BE	  en	  los	  tres	  medios	  estudiados.	  	   f2	   pH	  1,2	   pH	  4,5	   pH	  6,8	  BE	   20,90	   26,41	   34,33	  No	  BE	   17,86	   65,91	   38,84	  
Tabla	  4-­‐147.	  Factor	  de	  similitud	  de	  los	  perfiles	  de	  disolución	  de	  las	  formulaciones	  estudiadas	  de	  
Cloperastina	  en	  los	  diferentes	  medios	  ensayados.	  	  	  	  
6. Ensayos	  in	  vitro	  en	  células	  Caco-­‐2	  para	  determinar	  el	  
efecto	   de	   la	   formulación	   sobre	   la	   permeabilidad	   de	  
Cloperastina	  	  	   Las	   tablas	   que	   se	   presentan	   a	   continuación	  muestran	   las	   concentraciones	  experimentales	   obtenidas	   en	   el	   compartimiento	   receptor,	   de	   los	   estudios	   de	  soluciones	   de	   Cloperastina	   preparadas	   a	   partir	   de	   los	   productos	   estudiados	  (Referencia,	   BE	   y	   No	   BE).	   	   Para	   la	   estimación	   de	   la	   permeabilidad	   se	   utilizó,	   en	  todos	  los	  casos,	  la	  aproximación	  no	  lineal	  (ecuación	  3-­‐5).	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Cloperastina	  15	  µM	  (Referencia)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,27	   0,21	   0,20	  30	   0,42	   0,42	   0,51	  60	   0,71	   0,69	   1,06	  90	   0,81	   1,10	   1,04	  Peff	  (cm/s)	   9,29⋅10-­‐06	   1,37⋅10-­‐05	   1,43⋅10-­‐05	  Peff+DE	  (cm/s)	   1,25⋅10-­‐05	  +	  2,75⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐148.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Cloperastina	  15	  µM	  preparada	  a	  partir	  del	  producto	  
Referencia	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	   Cloperastina	  15	  µM	  (BE)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,08	   0,08	   0,08	  30	   0,26	   0,41	   0,52	  60	   0,45	   0,53	   0,72	  90	   0,57	   0,65	   0,96	  Peff	  (cm/s)	   5,46⋅10-­‐06	   5,95⋅10-­‐06	   9,35⋅10-­‐06	  Peff+DE	  (cm/s)	   6,92⋅10-­‐06	  +	  2,12⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐149.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Cloperastina	  15	  µM	  preparada	  a	  partir	  de	  la	  formulación	  BE	  
en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	  	  	   Cloperastina	  15	  µM	  (No	  BE)	  Tiempo	  (min)	   Concentraciones	  (µM).	  Transporte	  apical-­‐basal	  1	   2	   3	  15	   0,13	   0,18	   1,75	  30	   0,22	   0,33	   1,97	  60	   0,66	   0,73	   2,19	  90	   0,85	   0,93	   1,84	  Peff	  (cm/s)	   9,33⋅10-­‐06	   9,62⋅10-­‐06	   6,42⋅10-­‐06	  Peff+DE	  (cm/s)	   8,45⋅10-­‐06	  +	  1,77⋅10-­‐06	  
Tabla	  4-­‐150.	  Concentraciones	  (µM)	  en	  el	  compartimiento	  receptor	  a	  los	  distintos	  tiempos	  de	  toma	  de	  
muestra,	  obtenidas	  con	  una	  solución	  de	  Cloperastina	  15	  µM	  preparada	  a	  partir	  de	  la	  formulación	  No	  
BE	  en	  la	  línea	  celular	  Caco-­‐2.	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Gráfica	  4-­‐51.	  Representación	  gráfica	  comparativa	  de	  la	  permeabilidad	  de	  las	  distintas	  formulaciones	  
de	  Cloperastina.	  	  	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  0,98	   0,45	   NS	  ANOVA	   0,07	   NS	  
Tabla	  4-­‐151.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
permeabilidades	  apical-­‐basolateral	  de	  las	  distintas	  formulaciones	  de	  Cloperastina	  (µM).	  	  	  	  
7. Ensayo	   in	   situ	   para	   determinar	   el	   efecto	   de	   la	  
formulación	  sobre	  la	  permeabilidad	  de	  Cloperastina	  	   En	  las	  tablas	  presentadas	  a	  continuación	  se	  pueden	  observar	  los	  resultados	  experimentales	   individuales	   realizados	   en	   el	   modelo	   in	   situ	   con	   soluciones	  preparadas	  a	  partir	  de	  los	  tres	  productos	  de	  Cloperastina	  estudiados.	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Concentración	  remanente	  de	  Cloperastina	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  9	  µg/mL	  (Referencia)	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	   5	  5	   3,13	   3,05	   4,58	   3,54	   3,79	   3,62	   0,62	  10	   2,34	   2,26	   3,44	   2,77	   3,08	   2,78	   0,50	  15	   1,79	   1,60	   2,60	   2,06	   2,41	   2,09	   0,42	  20	   1,73	   0,88	   0,77	   1,92	   2,08	   1,48	   0,61	  25	   0,76	   0,66	   0,41	   0,77	   1,90	   0,90	   0,58	  30	   0,83	   0,63	   0,51	   0,85	   1,98	   0,96	   0,59	  Vr	  (mL)	   6,70	   5,80	   7,80	   6,40	   6,00	   6,54	   0,79	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   2,78	   5,07	   5,48	   3,94	   2,67	   3,99	   1,28	  Ao	  (µg/mL)	   3,33	   4,42	   7,45	   4,79	   4,32	   4,86	   1,54	  
Tabla	  4-­‐152.	  Concentración	  de	  Cloperastina	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  
tiempos	  de	  muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Cloperastina	  a	  una	  concentración	  
de	  9	  µg/mL	  preparada	  a	  partir	  del	  producto	  de	  Referencia.	  	  	  	   Concentración	  remanente	  de	  Cloperastina	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  10	  µg/mL	  (BE)	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	   5	  5	   3,43	   5,18	   4,73	   5,41	   4,29	   4,61	   0,79	  10	   4,48	   4,21	   3,42	   3,87	   3,17	   3,83	   0,54	  15	   3,24	   3,30	   2,76	   2,49	   2,40	   2,84	   0,42	  20	   2,46	   2,74	   2,22	   2,30	   2,26	   2,40	   0,21	  25	   2,22	   2,24	   1,80	   1,78	   1,69	   1,95	   0,26	  30	   2,41	   1,98	   1,68	   1,68	   1,78	   1,91	   0,31	  Vr	  (mL)	   5,80	   6,90	   6,70	   6,90	   5,10	   6,28	   0,80	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   2,18	   2,93	   3,66	   3,88	   3,53	   3,23	   0,69	  Ao	  (µg/mL)	   4,55	   6,35	   6,21	   7,01	   5,13	   5,85	   0,99	  
Tabla	  4-­‐153.	  Concentración	  de	  Cloperastina	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  
tiempos	  de	  muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Cloperastina	  a	  una	  concentración	  
de	  10	  µg/mL	  preparada	  a	  partir	  de	  la	  formulación	  BE.	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Concentración	  remanente	  de	  Cloperastina	  en	  lumen	  intestinal	  Concentración	  inicial	  perfundida:	  9	  µg/mL	  (No	  BE)	  Volumen	  inicial	  perfundido:	  10	  mL	  Tiempo	  (minutos)	   Animales	   Promedio	   +	  DE	  1	   2	   3	   4	   5	   6	  5	   5,65	   4,85	   4,45	   4,33	   5,18	   3,45	   4,65	   0,76	  10	   4,12	   4,03	   3,50	   4,33	   4,17	   3,13	   3,88	   0,46	  15	   3,12	   3,38	   3,06	   2,65	   3,50	   2,37	   3,01	   0,43	  20	   3,31	   3,04	   2,80	   2,88	   3,22	   2,12	   2,90	   0,43	  25	   2,60	   2,62	   2,54	   0,94	   2,66	   1,67	   2,17	   0,71	  30	   2,69	   2,66	   2,50	   2,46	   2,69	   1,59	   2,43	   0,42	  Vr	  (mL)	   5,00	   5,20	   6,00	   5,00	   6,90	   6,20	   5,72	   0,78	  Ajuste	  no	  lineal	  Kap	  (h-­‐1)	   3,28	   2,72	   2,36	   3,12	   2,34	   2,68	   2,75	   0,39	  Ao	  (µg/mL)	   6,57	   5,61	   4,97	   5,38	   5,95	   4,16	   5,44	   0,83	  
Tabla	  4-­‐154.	  Concentración	  de	  Cloperastina	  remanente	  (µg/mL)	  en	  el	  lumen	  intestinal	  a	  distintos	  
tiempos	  de	  muestreo,	  obtenidos	  tras	  la	  perfusión	  de	  una	  solución	  de	  Cloperastina	  a	  una	  concentración	  
de	  9	  µg/mL	  preparada	  a	  partir	  de	  la	  formulación	  No	  BE.	  	  
	  
Gráfica	  4-­‐52.	  Representación	  gráfica	  comparativa	  de	  las	  constantes	  de	  absorción	  de	  Cloperastina	  de	  
las	  distintas	  formulaciones	  estudiadas	  y	  de	  la	  solución	  del	  fármaco	  en	  el	  modelo	  in	  situ.	  	  	   Pruebas	  estadísticas	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	   Estadístico	  de	  Levene	   p-­‐valor	   Sig.	  1,11	   0,37	   NS	  ANOVA	   0,42	   NS	  
Tabla	  4-­‐155.	  Prueba	  de	  homogeneidad	  de	  varianzas	  y	  ANOVA	  de	  un	  factor	  correspondiente	  a	  las	  
constantes	  de	  absorción	  en	  el	  modelo	  in	  situ	  de	  las	  distintas	  formulaciones	  de	  Cloperastina	  (µM).	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5. Discusión 
A. Compuestos ensayados 	   El	  desarrollo	  de	  genéricos	  es	   esencial	  para	   la	  obtención	  de	  medicamentos	  menos	  costosos	  pero	  con	  las	  mismas	  garantías	  de	  calidad	  y	  efectividad.	   	  El	  Sistema	  de	  Clasificación	  Biofarmacéutica,	  publicado	  por	  Gordon	  Amidon	  y	   cols.	   en	   1995,	   se	   basa	   en	   un	   sólido	   fundamento	   científico	   para	   clasificar	   un	  fármaco	   considerando	   los	   parámetros	   de	   solubilidad	   y	   permeabilidad,	   factores	  estrechamente	  relacionados	  con	  el	  proceso	  de	  absorción,	  y	  plantea	  como	  objetivo,	  la	   selección	   de	   la	   metodología	   adecuada	   para	   establecer	   la	   bioequivalencia	   y	  determinar	   cuando	   es	   posible	   sustituir	   los	   ensayos	   realizados	   en	   humanos	   por	  ensayos	   de	   disolución	   in	   vitro,	   de	   acuerdo	   con	   la	   clasificación	   obtenida	   para	   el	  fármaco.	  Actualmente	  la	  aplicación	  regulatoria	  del	  SCB	  está	  enfocada	  a	  los	  estudios	  de	   bioequivalencia	   para	   demostrar	   intercambiabilidad	   de	   medicamentos,	  presentados	  en	  formas	  sólidas	  orales	  de	  liberación	  inmediata,	  y	  al	  aseguramiento	  de	  que	   los	   cambios	   realizados	  durante	  el	   escalado	   industrial	  o	   los	   cambios	  post-­‐registro	  en	  las	  formulaciones	  o	  en	  el	  proceso	  de	  fabricación	  una	  vez	  aprobados,	  no	  tengan	  incidencia	  en	  su	  comportamiento	  in	  vivo.	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Este	  trabajo	  de	  investigación	  forma	  parte	  de	  un	  proyecto	  cuyo	  objetivo	  final	  consiste	  en	  dar	  respuesta	  in	  vitro	  a	  los	  ensayos	  de	  bioequivalencia	  que	  resultaron	  ser	   	  un	  éxito	  o	  un	   fracaso.	  El	  objetivo	  es	  encontrar	  modelos	   in	  vitro	  o	   in	  situ	  que	  permitan	  predecir	  el	  comportamiento	  en	  los	  estudios	  con	  voluntarios	  sanos.	  Para	  ello	   se	   necesita	   la	   optimización	   de	   metodologías	   que	   permitan	   predecir	   la	  absorción	  oral	  de	  fármacos.	  Por	  sugerencia	  de	  la	  Agencia	  Española	  de	  Medicamentos	  se	  inicia	  el	  estudio	  de	   formulaciones	   de	   Zolpidem	   hemitartrato,	   Pravastatina	   sódica	   y	   Cloperastina	  fendizoato.	  Los	  fármacos	  fueron	  seleccionados	  por	  pertenecer	  cada	  uno	  de	  ellos	  a	  una	   clase	   distinta	   según	   el	   SCB	   y	   disponer	   de	   los	   datos	   del	   estudio	   de	  Bioequivalencia	   en	   humanos,	   así	   como	   la	   cooperación	   de	   las	   empresas	   de	  genéricos	  involucradas	  en	  el	  proyecto	  para	  aportar	  sus	  formulaciones	  estudiadas.	  	  	  
B. Diseño de estudios 	   De	   los	   compuestos	   seleccionados	   	   se	   disponía	   de	   información	   previa,	   no	  sólo	   de	   sus	   características	   fisicoquímicas,	   sino	   también	   de	   su	   capacidad	   de	  absorción	  o	  de	  su	  fracción	  oral	  absorbida.	  	  	  
1. Diseño	  de	  estudios	  para	  cálculo	  de	  la	  solubilidad	  del	  
fármaco	  	   El	   estudio	   de	   solubilidad	   se	   realizó	   para	   calcular	   el	   número	   de	   dosis	   que	  permitió	   confirmar	   la	   clasificación	   de	   alta	   o	   baja	   solubilidad	   de	   cada	   fármaco	  estudiado.	  	  
2. Diseño	   de	   estudio	   para	   el	   cálculo	   de	   la	   lipofilia	   del	  
fármaco	  	   El	   coeficiente	   de	   reparto	   se	   ha	   determinado	  mediante	   un	  método	   in	  vitro	  que	  puede	  predecir	  el	  proceso	  de	  reparto	  in	  vivo	  en	  la	  membrana	  biológica,	  ya	  que	  este	  último	  no	  es	  accesible	  a	  la	  determinación	  experimental.	  Puesto	  que	  el	  proceso	  de	  absorción	  se	  inicia	  con	  la	  difusión	  en	  una	  membrana	  de	  carácter	  lipófilo,	  es	  fácil	  comprender	  que	  esta	  característica	  físico-­‐química	  ha	  de	  tener	  gran	  importancia	  en	  este	  proceso.	  Se	  ha	  determinado	  el	  coeficiente	  de	  reparto	  en	  n-­‐octanol	  como	  disolvente,	  obteniéndose	   así	   un	   índice	   clásico	   de	   lipofilia.	   Dicho	   sistema	   está	   ampliamente	  validado	  por	  su	  capacidad	  de	  reproducir	  el	  reparto	  en	  las	  membranas	  biológicas.	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Gracias	  a	  que	   se	  disponía	  previamente	  de	   correlaciones	  entre	  absorción	  y	  lipofilia	   en	   modelos	   animales	   y	   modelos	   celulares	   in	   vitro	   así	   como	   de	  correlaciones	   entre	   los	   parámetros	   de	   absorción	   de	   estos	  modelos	   y	   la	   fracción	  oral	   absorbida,	   ha	   sido	   posible	   realizar	   una	   clasificación	   provisional	   de	   la	  permeabilidad	   de	   los	   fármacos	   ensayados	   en	   base	   únicamente	   a	   este	   parámetro	  fisicoquímico	   al	   compararlo	   con	   otras	   sustancias	   de	   lipofilia	   conocida	   y	   fracción	  oral	  absorbida	  conocida.	  	  	  
3. Diseño	  de	  estudios	  de	  disolución	  	   Los	  estudios	  de	  disolución	  se	  realizaron	  en	  el	  aparato	  II	  (Ph.Eur.),	  que	  es	  el	  habitualmente	  usado	  en	  la	  industria	  farmacéutica.	   	  El	  objetivo	  en	  este	  sentido	  fue	  ensayar	  diferentes	  medios	  de	  disolución	  a	   fin	  de	  encontrar	  uno	  que	  predijera	   los	  parámetros	   farmacocinéticos	   obtenidos	   en	   los	   estudios	   de	   bioequivalencia.	   	   Se	  emplearon	   los	  medios	  recomendados	  por	   la	  guía	  de	  bioequivalencia	  de	   la	  EMA	  y	  que	   están	   descritos	   en	   la	   Ph.Eur..	   Se	   estudiaron	   además	   medios	   a	   diferentes	  valores	  de	  pH	  (dentro	  del	  ámbito	  fisiológico	  del	  tracto	  gastrointestinal)	  usando	  las	  sales	  y	  concentraciones	  establecidas	  en	  la	  Ph.Eur..	  También	  se	  realizaron	  ensayos	  utilizando	   alguno	   de	   los	   medios	   biopredictivos	   (medios	   de	   baja	   concentración	  iónica)	  descritos	  en	  el	  capítulo	  de	  Materiales	  y	  Métodos	  de	  esta	  Tesis	  Doctoral.	  	  	  
4. Estudio	  de	  permeabilidad	  	   El	  estudio	  de	  la	  permeabilidad	  y	  la	  comparación	  entre	  una	  técnica	  in	  situ	  en	  rata	   y	   un	   sistema	   in	   vitro,	   es	  más	   sencillo	   y	   por	   tanto	   adecuado	   para	   el	   cribado	  rápido,	   pero	   con	   las	   limitaciones	   derivados	   de	   estar	   más	   alejado	   de	   la	   realidad	  fisiológica.	  	  
4.1. Técnica	  in	  vitro	  	   El	   	   desarrollo	   de	   técnicas	   in	   vitro	   para	   el	   estudio	   de	   la	   permeabilidad	  intestinal	   ha	   constituido	   uno	   de	   los	   grandes	   avances	   de	   la	   Biofarmacia	   en	   los	  últimos	  años.	  Las	  monocapas	  de	  células	  de	  carcinoma	  de	  colon	  humano	  presentan	  la	   ventaja	   de	   crecer	   de	   forma	   polarizada	   formando	   una	   monocapa	   de	  características	  muy	  similares	  a	  la	  barrera	  intestinal.	  Estas	  células	  expresan	  además	  muchos	  de	  los	  portadores	  intestinales	  incluidos	  los	  portadores	  de	  secreción	  como	  la	   Glicoproteína	   P	   y	   MRP2	   y,	   por	   lo	   tanto,	   constituye	   un	   buen	   modelo	   para	  caracterizar	  procesos	  de	  absorción	  y	  secreción	  activa.	  Este	   modelo	   in	   vitro	   presenta	   la	   ventaja	   de	   ser	   más	   adecuado	   para	   el	  análisis	   simultaneo	   de	   un	   número	   elevado	   de	   moléculas	   (high-­‐throughput	  	  screening),	   pero	   como	   todos	   los	   métodos	   in	   vitro	   pierde	   algunas	   de	   las	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características	   propias	   de	   la	   realidad	   fisiológica	   que	   concurren	   en	   el	   animal	  completo,	   como	   puede	   ser	   la	   capa	   de	   mucus,	   la	   presencia	   de	   los	   movimientos	  peristálticos	  o	  de	  las	  secreciones	  intestinales.	  Tal	  y	  como	  se	  representa	  en	  la	  Figura	  5-­‐1	   la	   simplificación	  de	  un	   sistema	  experimental	   conlleva	   ventajas	  pero	   también	  inconvenientes	  frente	  al	  uso	  de	  animales.	  	  	  
	  
Figura	  5-­‐1.	  Esquema	  de	  ventajas	  e	  inconvenientes	  de	  los	  distintos	  sistemas	  experimentales	  	   Otra	  razón	  para	  usar	  el	  modelo	  in	  vitro,	  es	  la	  necesidad	  de	  disminuir	  el	  uso	  de	  animales	  de	  experimentación,	  en	  aquellos	  casos	  en	  que	  un	  modelo	  alternativo	  permita	   obtener	   resultados	   fiables	   y	   representativos	   del	   fenómeno	   estudiado	   in	  
vivo.	   En	   el	   año	   1959,	   Russell	   y	   Burch	   describieron	   en	   su	   tratado	   “Principios	   de	  Técnicas	   de	   Experimentación	   Humanitaria”	   el	   famoso	   lema	   de	   las	   tres	   R:	  reducción,	  refinamiento	  y	  reemplazo.	  	  	  
• Reemplazo:	   Implica	   la	   sustitución	   de	   los	   animales	   por	   otros	   métodos	  alternativos	  de	  investigación	  (178).	  	  
• Reducción:	  El	  concepto	  de	  reducir	  no	  es	  más	  que	  minimizar	  el	  número	  de	  animales	  utilizados	  obteniendo	  la	  misma	  información	  con	  menos	  animales	  o	   más	   información	   usando	   el	   mismo	   número	   menor	   de	   animales.	   Esta	  reducción	   se	   consigue	   a	   través	   de	   un	   diseño	   experimental	   y	   análisis	  estadístico	  adecuado.	  	  
Aproximaciones experimentales en el estudio de la absorción
intestinal
In vitro
In vivo
Complejidad del sistema biológico
Rendimiento
Capacidad
para el 
cribado de 
moléculas
Metodología
In situ
Discusión	  
	  185	  
• Refinamiento:	   El	   refinamiento	   consiste	   en	   conseguir	   que	   los	   métodos	   y	  técnicas	   utilizadas	   produzcan	   al	   animal	   el	   menor	   sufrimiento	   posible.	  También	   consiste	   en	   utilizar	   técnicas	   más	   refinadas	   que	   nos	   permitan	  obtener	  datos	  más	  exactos	  y	  mayor	  número	  de	  información,	  de	  esta	  forma	  necesitaremos	   menor	   número	   de	   experimentos	   para	   nuestro	   objetivo	  científico.	  	  De	   todos	   los	   posibles	   modelos	   establecidos	   para	   el	   estudio	   de	   la	  permeabilidad	   intestinal	   se	   seleccionó	   el	   modelo	   Caco-­‐2	   por	   ser	   el	   más	  ampliamente	   validado	   para	   la	   caracterización	   de	   la	   permeabilidad	   por	   difusión	  pasiva.	  A	  pesar	  de	  su	  tasa	  de	  crecimiento	  más	  lenta	  frente	  a	  otras	  células	  como	  las	  MDCK	  (21	  frente	  a	  4	  días	  para	  alcanzar	  la	  confluencia),	  su	  capacidad	  de	  expresión	  de	   los	   sistemas	   transportadores	   es	   más	   elevada	   así	   como	   su	   similitud	   con	   el	  intestino	  de	  la	  rata	  que	  es	  el	  modelo	  animal	  de	  contraste,	  en	  concreto,	  respecto	  a	  valores	  de	  permeabilidad	  paracelular.	  El	  protocolo	  de	  trabajo	  utilizado	  mantiene	  el	  mismo	  pH	  en	  la	  cámara	  dadora	  y	  en	  la	  receptora,	  tanto	  en	  un	  sentido	  de	  transporte	  como	  en	  el	  otro.	  Determinados	  autores	  utilizan	  un	  pH	  en	  la	  cámara	  apical	  de	  6,20	  ya	  que	  consideran	  que	  ese	  valor	  se	  aproxima	  más	  al	  valor	  fisiológico	  en	  duodeno	  y	  yeyuno	  que	  son	  los	   lugares	  de	  absorción	   mayoritarios.	   No	   obstante	   se	   ha	   considerado	   que	   dado	   que	   los	  experimentos	  realizados	  en	  rata	   in	  situ	  se	  realizaran	  a	  pH	  7,00	  era	  más	  adecuado	  mantener	   las	  mismas	  condiciones	  de	   ionización	  del	  compuesto	  ensayado	  para	  no	  incorporar	  más	   causas	   de	   variabilidad	   entre	   los	   dos	   sistemas	   que	   dificultaran	   la	  comparación	  de	   resultados.	  Tampoco	   se	  han	   añadido	  proteínas	   (albúmina)	   en	   la	  cara	  basolateral	  porque	  el	  objetivo	  del	  trabajo	  no	  es	  determinar	  si	  existe	  unión	  del	  fármaco	  a	  proteínas	  plasmática.	  	  	  Todas	   las	   soluciones	   usadas	   en	   los	   ensayos	   tenían	   una	   osmolaridad	  promedio	  de	  300+10	  miliosmoles	  (datos	  no	  mostrados),	  por	  lo	  que	  se	  consideran	  isotónicas.	  Por	   otra	   parte	   los	   balances	   finales	   de	   masas	   realizados	   siempre	   dieron	  resultados	  satisfactorios	  sin	  que	  se	  haya	  producido	  una	  adsorción	  considerable	  del	  compuesto	  a	  los	  componentes	  plásticos	  del	  sistema.	  	  
4.2. Técnica	  in	  situ	  	   Como	  parámetro	  representativo	  del	  proceso	  de	  absorción	  se	  ha	  utilizado	  la	  constante	   aparente	   de	   velocidad	   de	   absorción	   (kap),	   ya	   que	   es	   un	   índice	   de	   la	  velocidad	   de	   absorción	   intrínseca	   del	   soluto	   (kap	   =	   (dA/dt)/A).	   Esta	   constante	  aparente	  ha	  sido	  determinada	   in	  situ	  por	  el	  método	  de	  Doluisio	  y	   colaboradores.	  Este	  método	  se	  lleva	  a	  cabo	  sin	  recirculación,	  lo	  que	  evita	  la	  desorganización	  de	  la	  capa	  acuosa	  de	  difusión	  adyacente	  a	  la	  membrana.	  En	  el	  caso	  de	  que	  se	  produjese	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este	  hecho,	  se	  alterarían	  las	  condiciones	  fisiológicas,	  que	  son	  imprescindibles	  para	  obtener	  la	  información	  más	  exacta	  posible	  a	  partir	  del	  ensayo.	  Por	   otra	   parte	   se	   ha	   elegido	   este	   método	   porque	   se	   considera	   que,	   en	  general,	   los	  procedimientos	   in	  situ	  reproducen	  con	  más	  fiabilidad	  los	  procesos	  de	  absorción	   que	   tienen	   lugar	   in	   vivo.	   El	   volumen	   perfundido	   permanece	   todo	   el	  tiempo	  de	  ensayo	  (30	  minutos)	  en	  contacto	  con	  la	  mucosa	  intestinal,	  por	  lo	  que	  el	  rendimiento	  de	   la	   absorción	   es	  mayor	   que	   el	   obtenido	  por	   otras	   técnicas,	   en	   las	  cuales	   el	   contacto	   fluido-­‐mucosa	   es	   intermitente.	   Puesto	   que	   se	   realiza	   in	   situ	  permite	  un	  muestreo	   cómodo	  y	   reproducible.	  Además	   se	  mantienen	   condiciones	  de	  flujo	  sanguíneo	  e	  integridad	  tisular	  similares	  a	  las	  que	  prevalecen	  in	  vivo.	  Al	  igual	  que	  en	  el	  estudio	  de	  permeabilidad	  in	  vitro,	  las	  soluciones	  usadas	  en	  los	  ensayos	  in	  situ	  fueron	  isotónicas,	  con	  una	  osmolaridad	  de	  300+10	  miliosmoles	  (datos	  no	  mostrados).	  El	   método	   de	   trabajo	   empleado	   hace	   posible	   la	   obtención	   de	   constantes	  aparentes	  de	  velocidad	  de	  absorción	  sin	  que	  éstas	  estén	  limitadas	  por	  la	  disolución	  ni	   por	   otros	   factores	   físico-­‐químicos	   o	   biológicos	   (como	   ocurre	   in	   vivo	   con	   el	  vaciado	  gástrico	  para	  compuestos	  de	  elevada	  velocidad	  de	  absorción).	  A	  su	  vez	  es	  posible	  trasformar	   las	  constantes	  aparentes	  de	  velocidad	  de	  absorción	  de	  primer	  orden	   en	   valores	   de	   permeabilidad	   intestinal	   efectiva	   con	   el	   fin	   de	   posibilitar	   la	  comparación	  con	  los	  valores	  obtenidos	  utilizando	  técnicas	  in	  vitro	  y	  con	  los	  valores	  habituales	   referenciados	   en	   la	   bibliografía.	   La	   transformación	   de	   constantes	   en	  permeabilidades	  se	  realiza	  tomando	  como	  referencia	  la	  longitud	  intestinal	  media	  y	  el	  volumen	  perfundido	  de	  disolución.	  	  La	   constante	   obtenida	   así	   como	   el	   valor	   de	   permeabilidad	   permite	  cuantificar	   el	   proceso	   de	   absorción	   en	   cada	   una	   de	   las	   situaciones	   analizadas	  (diferentes	  formulaciones).	  Paralelamente	   al	   proceso	   de	   absorción	   del	   fármaco,	   en	   el	   tracto	  gastrointestinal	  se	  produce	  un	  proceso	  de	  reabsorción	  de	  agua.	  Este	  proceso	  sigue	  una	  cinética	  de	  orden	  cero	  (177).	  Es	  necesaria	  su	  cuantificación,	  ya	  que	  el	  volumen	  de	  agua	  reabsorbido	   falsea	  por	  exceso	   las	  concentraciones	  del	   fármaco	  en	   lumen	  intestinal,	  sobre	  todo	  en	  las	  últimas	  muestras	  del	  ensayo,	  lo	  que	  origina	  constante	  de	  velocidad	  de	  absorción	   falseada	  por	  defecto.	  Este	  problema	  se	  ha	  solucionado	  corrigiendo	   individualmente	   la	   concentración	   de	   cada	   una	   de	   las	   muestras,	   en	  función	  del	  volumen	  de	  líquido	  remanente.	  	  
C. Métodos analíticos 	   La	  valoración	  	  de	  los	  fármacos	  se	  ha	  realizado	  por	  cromatografía	  líquida	  de	  alta	   resolución	   (HPLC),	   excepto	   en	   los	   perfiles	   de	   disolución	   de	   Zolpidem	   y	  Pravastatina	   en	   los	   que	   se	   usó	   el	   método	   espectrofotométrico.	   Los	   métodos	  analíticos	  fueron	  validados	  previamente	  en	  nuestro	  laboratorio.	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La	   detección	   se	   ha	   realizado	   mediante	   un	   detector	   Ultravioleta-­‐Visible	  gracias	   a	   la	   capacidad	   que	   presenta	   los	   compuestos	   en	   estudio	   (Zolpidem,	  Pravastatina	  y	  Cloperastina)	  de	  absorber	  a	  longitudes	  de	  onda	  de	  245,	  238	  y	  227	  nm,	   respectivamente.	   Estas	   longitudes	   de	   onda	   se	   eligieron	   mediante	   barrido	  previo	  en	  el	  espectrofotómetro	  para	  seleccionar	  la	  longitud	  de	  máxima	  absorción.	  	  Esto	   dota	   de	   gran	   selectividad	   a	   la	   técnica,	   que	   ya	   reduce	   al	   mínimo	   la	   posible	  interferencia	  de	  compuestos	  endógenos	  presentes	  en	  las	  muestras	  biológicas	  que	  no	  poseen	  capacidad	  de	  absorción	  a	  estas	  longitudes	  de	  onda.	  Los	   ensayos	   con	   Metoprolol	   se	   valoraron	   mediante	   detector	   de	  fluorescencia	  con	  unas	  longitudes	  de	  onda	  de	  excitacion	  231	  nm	  y	  de	  emisión	  307	  nm,	   validado	   previamente	   por	   el	   grupo	   de	   trabajo	   de	   la	   Universidad	   Miguel	  Hernandez	  (177).	  	   Los	  resultados	  de	  la	  validación	  del	  método	  analítico	  se	  detallan	  en	  las	  tablas	  4-­‐1	  a	  4-­‐3	  para	  Zolpidem,	  en	  las	  tablas	  4-­‐59	  a	  4-­‐61	  para	  Pravastatina	  y	  en	  las	  tablas	  4-­‐130	  a	  4-­‐132	  para	  Cloperastina	  cuando	  las	  muestras	  se	  analizaron	  por	  HPLC	  y	  en	  las	   tablas	   4-­‐4	   y	   4-­‐5	   para	   Zolpidem	   y	   4-­‐62	   y	   4-­‐63	   para	   Pravastatina	   cuando	   las	  muestras	  se	  analizaron	  por	  espectrofotometría.	  Las	  concentraciones	  ensayadas	  se	  encontraron	   en	   todo	  momento	   por	   encima	   del	   límite	   de	   detección	   del	  método	   y	  dentro	   del	   ámbito	   de	   las	   rectas	   de	   calibración.	   Por	   otro	   lado	   la	   precisión	   y	  exactitud	   de	   los	   métodos	   analíticos	   se	   mantuvieron	   dentro	   de	   los	   límites	  recomendados.	  	  
D. Interpretación de resultados 	  
1. Zolpidem	  	  
1.1. Concentración	  de	  saturación	  	   El	   perfil	   solubilidad-­‐pH	   que	   se	   muestra	   en	   la	   gráfica	   4-­‐1,	   presenta	   una	  mayor	  solubilidad	  a	  pH	  ácido	  que	  va	  disminuyendo	  conforme	  aumenta	  el	  pH,	  como	  se	  preveía	  para	  una	  base	  débil	  ionizable	  como	  es	  el	  Zolpidem.	  El	  número	  de	  dosis	  al	  pH	  de	  menor	  solubilidad	  es	  menor	  que	  1,	  por	  lo	  que	  el	  fármaco	  se	  clasifica	  como	  fármaco	  de	  alta	  solubilidad.	  	  	  
1.2. Coeficiente	  de	  reparto	  	   Se	  ha	  determinado	  el	  coeficiente	  de	  reparto	  para	  obtener	  el	  valor	  de	  lipofilia	  del	   fármaco.	   Dicho	   valor	   se	   utilizó	   para	   predecir	   la	   capacidad	   de	   absorción	   de	  Zolpidem	  a	  partir	  de	  las	  correlaciones	  absorción-­‐lipofilia	  previamente	  establecidas	  en	  nuestro	  departamento.	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Los	   valores	   se	   obtuvieron	   con	  una	   relación	  de	   volúmenes	  de	   fase	   acuosa-­‐fase	  orgánica	  65:35	  para	  Zolpidem.	  En	  todos	  los	  casos	  los	  valores	  fueron	  similares	  lo	  que	   indica	  que	  no	  se	  produjo	  ningún	   fenómeno	  de	   saturación	  que	   falseara	   los	  resultados	  (Tabla	  4-­‐7).	  El	  valor	  obtenido	  de	  Log	  D6,8	  para	  el	  Zolpidem	  ha	  sido	  de	  2,34	  que	  es	  mayor	  que	  el	  aportado	  para	  el	  Metoprolol	  (Log	  D7,0=-­‐0,62)	  (179).	   	  Ello	  permite	  clasificar	  provisionalmente	  al	  Zolpidem	  como	  una	  sustancia	  de	  alta	  permeabilidad.	  	  
1.3. Perfiles	  de	  disolución	  	   Con	   los	   valores	   de	   cantidades	   disueltas	   frente	   al	   tiempo	   obtenidos	   tras	  realizar	   los	   ensayos	   de	   disolución	   de	   las	   diferentes	   formulaciones	   estudiadas	   de	  Zolpidem	   se	   debería	   calcular	   el	   valor	   f2.	   Dicho	   tratamiento	   estadístico	   no	   se	   ha	  realizado	   para	   ninguno	   de	   los	   ensayos	   de	   disolución	   llevado	   a	   cabo	   con	   las	  formulaciones	   de	   Zolpidem	   ya	   que	   en	   todos	   los	   casos	   y	   para	   todas	   las	  formulaciones	   el	   porcentaje	   disuelto	   fue	  mayor	   al	   85%	  antes	   de	   los	   20	  minutos,	  como	   se	   puede	   observar	   en	   las	   tablas	   4-­‐14	   a	   4-­‐24.	   	   Los	   perfiles	   de	   disolución	  correspondientes	   (gráficas	   4-­‐3	   a	   4-­‐13)	   permiten	   observar	   que	   los	   perfiles	  prácticamente	   se	   superponen	   y	   por	   tanto,	   ninguno	   de	   los	   medios	   estudiados	  permite	  predecir	  el	  comportamiento	  de	  baja	  Cmáx	  que	  se	  observó	  en	  pacientes	  con	  la	   formulación	   BE-­‐B	   en	   comparación	   con	   el	   producto	   de	   Referencia.	   	   La	  formulación	   bioequivalente	   (BE),	   también	   presentó	   perfiles	   similares	   a	   los	   del	  producto	  de	  Referencia.	  	  	  En	   este	   caso,	   tanto	   los	   medios	   recomendados	   en	   el	   anexo	   sobre	  bioexenciones	  de	  la	  guía	  de	  bioequivalencia	  de	  la	  EMA	  de	  alta	  concentración	  iónica	  como	  los	  medios	  a	  diferentes	  pH	  descritos	  en	  la	  Ph.Eur.	  y	  los	  de	  baja	  concentración	  iónica,	   no	   fueron	   capaces	   de	   predecir	   las	   sutiles	   diferencias	   que	   presenta	   la	  formulación	   BE-­‐B	   con	   respecto	   al	   producto	   de	   Referencia,	   que	   aún	   siendo	   una	  formulación	   bioequivalente	   en	   AUC,	   el	   valor	   de	   Cmáx	   es	   ligeramente	   inferior	   al	  obtenido	  tras	  la	  administración	  del	  producto	  de	  referencia	  en	  voluntarios	  sanos.	  	  
1.4. Ensayo	  de	  permeabilidad	  	  
a)	  Ensayos	  in	  vitro	  	  En	   la	   primera	   fase	   de	   este	   trabajo	   de	   investigación	   se	   han	   perfundido	   en	  monocapas	  celulares	  Caco-­‐2	  cuatro	  concentraciones	  distintas	  de	  Zolpidem,	  con	  el	  fin	  de	  corroborar	  la	  clasificación	  del	  fármaco	  como	  Clase	  1	  y	  determinar	  el	  tipo	  de	  transporte	  implicado	  en	  el	  paso	  de	  Zolpidem	  a	  través	  de	  la	  membrana	  intestinal.	  Las	   concentraciones	  de	   fármaco	  ensayadas	   se	   seleccionaron	  a	  partir	  de	   la	  dosis	  utilizada	  en	   clínica	   (52	  μΜ).	  La	   concentración	  de	  120	  μM	  corresponde	  a	   la	  máxima	  concentración	  que	  se	  pudo	  disolver.	  A	  partir	  de	  estas	  concentraciones	  se	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seleccionaron	  concentraciones	  inferiores	  con	  un	  orden	  de	  magnitud	  de	  diferencia,	  teniendo	  en	  cuenta	  los	  límites	  de	  detección	  de	  la	  técnica	  analítica	  empleada.	  Además	   de	   poner	   de	   manifiesto	   la	   presencia	   de	   linealidad	   o	   no	   en	   la	  absorción	   de	   Zolpidem	   en	   el	   ámbito	   de	   concentraciones	   estudiado,	   se	   decidió	  investigar	   acerca	   de	   las	   características	   del	   posible	   transportador	   implicado	   y	   su	  perfil	   cinético-­‐dinámico.	   Para	   ello	   se	   seleccionó	   Azida	   Sódica	   como	   inhibidor	  inespecífico	   de	   cualquier	   transporte	   activo.	   La	   Azida	   Sódica	   es	   un	   inhibidor	  metabólico	   que	   actúa	   a	   nivel	   mitocondrial	   produciendo	   una	   inhibición	   en	   la	  síntesis	  de	  ATP.	  Si	  el	  portador	  implicado	  en	  el	  transporte	  intestinal	  del	  compuesto	  es	  dependiente	  de	  energía,	  la	  Azida	  Sódica	  inhibiría	  este	  transporte	  al	  bloquear	  la	  fuente	  de	  energía	  responsable	  del	  mismo.	  En	  el	  caso	  de	  que	  este	  portador	  funcione	  como	   consecuencia	   de	   un	   gradiente	   o	   intercambio	   iónico	   producido	   por	   otro	  transporte	   dependiente	   de	   energía,	   igualmente	   y	   de	   forma	   indirecta	   la	   Azida	  Sódica	  inhibirá	  el	  transporte	  del	  compuesto.	  	  	   Se	   ensayó	   una	   concentración	   de	   Azida	   Sódica	   (1mM)	   en	   presencia	   de	   la	  concentración	   de	   12	   μM	   de	   Zolpidem	   con	   el	   fin	   de	   anular	   los	   transportadores	  implicados	  porque	  ya	  se	  demostró	  previamente	  por	  nuestro	  grupo	  de	  trabajo	  que	  esa	  concentración	  de	   inhibidor	  era	  capaz	  de	  depleccionar	  completamente	  el	  ATP	  	  (180).	  Las	  permeabilidades	  obtenidas	  en	  presencia	  y	  en	  ausencia	  de	  Azida	  sódica	  se	  detallan	  en	  las	  tablas	  4-­‐8	  a	  4-­‐12.	  El	   análisis	   de	   varianza	   de	   una	   vía	   realizado	   sobre	   las	   permeabilidades	  obtenidas	  a	   las	   cuatro	   concentraciones	  de	  Zolpidem	  ensayadas	  y	  una	  de	  ellas	   en	  presencia	   de	   Azida	   Sódica	   no	   mostró	   diferencias	   significativas	   (ver	   tabla	   4-­‐13).	  Estos	   resultados	   concuerdan	   con	   los	   publicados	   previamente	   por	   otro	   grupo	   de	  trabajo	   y	   permiten	   concluir	   que	   en	   el	   ámbito	   de	   concentraciones	   ensayadas	   la	  cinética	  de	  absorción	  del	  Zolpidem	  es	  de	  primer	  orden	  por	  lo	  que	  su	  absorción	  es	  pasiva	  (181).	  Una	  vez	  obtenida	  la	  evidencia	  experimental	  de	  la	  existencia	  de	  un	  proceso	  lineal	   en	   la	   cinética	   de	   absorción	   del	   compuesto,	   se	   realizaron	   comparaciones	  entre	   los	   el	   producto	   de	   Referencia	   de	   Zolpidem	   y	   las	   dos	   formulaciones	  estudiadas.	  	  Los	   resultados	   de	   las	   permeabilidades	   obtenidas	   con	   los	   ensayos	   de	   los	  medicamentos	  Referencia	  y	  genéricos	  se	  muestran	  en	  las	  tablas	  4-­‐25	  a	  4-­‐27	  y	  en	  la	  gráfica	   4-­‐14.	   La	   prueba	   de	   homogeneidad	   de	   varianzas	   y	   ANOVA	   de	   un	   factor	  mostraron	   que	   no	   existían	   diferencias	   significativas	   entre	   las	   formulaciones	  ensayadas	   (tabla	   4-­‐28).	   Las	   sutiles	   diferencias	   apreciadas	   in	   vivo	   donde	   las	  formulaciones	   son	   BE	   pero	   una	   de	   ellas	   tiene	   los	   valores	   de	   Cmax	   ligeramente	  inferiores	  no	  se	  aprecian	  en	  este	  ensayo.	  	  
b)	  Ensayos	  in	  situ	  	   La	  constante	  de	  velocidad	  de	  absorción	  se	  ha	  obtenido	  mediante	  la	  técnica	  de	   perfusión	   in	   situ	   descrita	   por	   Doluisio	   y	   colaboradores,	   detallada	   con	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anterioridad.	  Este	  método	  mantiene	  la	  funcionalidad	  de	  la	  capa	  acuosa	  de	  difusión	  y	  por	  tanto	  reproduce	  las	  condiciones	  fisiológicas.	  Con	   el	   fin	   de	   obtener	   las	   constantes	   aparentes	   en	   cada	   una	   de	   las	  condiciones	   de	   ensayo	   se	   ha	   asumido	   una	   cinética	   de	   primer	   orden	   aparente	   en	  cada	  caso.	  Por	  tanto,	  se	  ha	  ajustado	  una	  ecuación	  monoexponencial	  a	  los	  datos	  de	  concentración	  remanente	  en	  lumen	  frente	  al	  tiempo.	  La	  concentración	  inicial	  no	  se	  introduce	  en	  la	  regresión	  para	  evitar	  la	  interferencia	  del	  proceso	  de	  dilución	  y	  de	  adsorción	   a	   la	   membrana	   intestinal.	   Los	   datos	   de	   concentración	   remanente	   en	  lumen	   se	   corrigieron	   para	   el	   proceso	   de	   reabsorción	   de	   agua,	   que	   según	   se	   ha	  demostrado	  en	  trabajos	  anteriores	  sigue	  una	  cinética	  de	  orden	  cero.	  Es	  necesario	  este	  proceso	  de	  reabsorción	  ya	  que	  si	  no	  falsearíamos	  por	  defecto	  los	  datos	  de	  ka	  obtenidos	  (177).	  Los	   coeficientes	   de	   correlación	   de	   las	   regresiones	   no	   lineales	   de	  concentración	   frente	   a	   tiempo	   son	   excelentes	   para	   todas	   las	   formulaciones	  perfundidas	  obteniéndose	  valores	  de	  ka	  superiores	  a	  3,5	  h-­‐1	  (tablas	  4-­‐29,	  4-­‐30	  y	  4-­‐31).	  	   Las	   pruebas	   estadísticas	   (tabla	   4-­‐32)	   demostraron	   que	   no	   existen	  diferencias	  significativas	  entre	  los	  valores	  de	  ka	  obtenidos	  para	  las	  formulaciones	  ensayadas	   aunque	   como	  se	   aprecia	   en	   la	   grafica	  4-­‐15,	   el	   genérico	  BE-­‐B	  presenta	  una	  menor	  permeabilidad.	  	  
c)	  Estudios	  del	  efecto	  de	  los	  excipientes	  	   En	  general,	  los	  estudios	  sobre	  biodisponibilidad	  asumen	  que	  la	  mayoría	  de	  los	   excipientes	   son	   inertes	   y	   no	   se	   tiene	   en	   cuenta	   cómo	   pueden	   afectar	   al	  rendimiento	  del	  fármaco.	  Para	  la	  mayoría	  de	  los	  excipientes,	  su	  ausencia	  de	  efecto	  en	  la	  absorción	  no	  ha	  sido	  comprobada	  científicamente;	  de	  hecho,	  algunos	  estudios	  ponen	  en	  evidencia	  cambios	  en	  la	  absorción	  de	  fármacos	  debidos	  a	  excipientes.	  En	  estudios	   realizados	   en	   el	   modelo	   in	   vitro	   Caco-­‐2	   se	   ha	   observado	   que	   los	  excipientes	  modifican	   la	   permeabilidad	   de	   los	   fármacos	   (98,	   182-­‐184).	   En	   otros	  modelos	  se	  ha	  demostrado	  que	  la	  ruta	  paracelular	  de	  absorción	  se	  ve	  afectada	  por	  la	  presencia	  de	  algunos	  excipientes	  (99).	  Otros	  excipientes	  inhiben	  la	  actividad	  de	  secreción	  de	   la	   glicoproteína	  P	   (provocando	  un	   aumento	  de	   la	  permeabilidad	  de	  fármacos	  sustrato	  de	  esta	  enzima)	  (110),	  así	  como	  afectan	  la	  secreción	  provocada	  por	  el	  transportador	  MRP-­‐2	  (95).	  Para	   esclarecer	   si	   los	   excipientes	   afectaban	   al	   proceso	   de	   absorción	   de	  Zolpidem	   se	   realizaron	   ensayos	   de	   Zolpidem	   (fármaco)	   en	   presencia	   de	   los	  distintos	  excipientes	  por	  separado.	  Los	  resultados	  se	  detallan	  en	  las	  tablas	  4-­‐33	  a	  4-­‐37	   donde	   se	  muestran	   las	   permeabilidades	   de	   Zolpidem	   en	   presencia	   de	   PEG	  400,	  PEG	  6000,	  TiO2	  y	  Talco	  respectivamente.	  	  Con	   el	   fin	   de	   comprobar	   si	   las	   diferencias	   son	   estadísticamente	  significativas	   se	   realizaron	   análisis	   de	   varianza	   de	   una	   vía	   (ANOVA,	   previa	  comprobación	  de	  la	  homogeneidad	  de	  varianzas)	  que	  se	  presentan	  en	  las	  tablas	  4-­‐
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38	  y	  4-­‐40,	  y	  su	  posterior	  comparación	  múltiple	  mediante	  el	  test	  de	  Scheffé	  (tablas	  4-­‐39	   y	   4-­‐41).	   Las	   pruebas	   estadísticas	   muestran	   que	   sí	   existen	   diferencias	  significativas	   	   entre	   las	   permeabilidades	   obtenidas	   con	   Zolpidem	   sólo	   y	   las	  obtenidas	   cuando	   se	   administra	   con	   cualquiera	   de	   los	   excipientes	   estudiados	  (menor	   valor	   de	   Peff).	   Esto	   estaría	   de	   acuerdo	   con	   la	   hipótesis	   previa	   de	   que	   la	  presencia	   de	   dichos	   excipientes	   disminuyen	   el	   valor	   de	   Cmax	   obtenido	   tras	   la	  administración	  oral	  en	  los	  ensayos	  in	  vivo	  (gráficas	  4-­‐16	  y	  4-­‐17).	  	  Cuando	  se	  realizan	  los	  estudios	  mediante	  la	  técnica	  de	  Doluisio	  en	  intestino	  de	  rata	  Wistar	  (método	  más	  fisiológico)	  se	  obtuvieron	  resultados	  similares	  (tablas	  4-­‐42	  a	  4-­‐47	  y	  gráficas	  4-­‐18	  y	  4-­‐19).	  En	   ambas	   técnicas	   se	   pone	   de	   manifiesto	   que	   la	   presencia	   de	   TiO2	  disminuye	   la	   permeabilidad	   del	   Zolpidem	   tanto	   a	   una	   concentración	   de	   5	  mg/L	  como	  de	  9	  mg	  /L	  de	  concentración	  (gráficas	  4-­‐20	  y	  4-­‐21)	  sin	  apreciarse	  diferencias	  significativas	  entre	  ambas	  (tablas	  4-­‐52	  y	  4-­‐53).	  La	  siguiente	  pregunta	  que	  surge,	  una	  vez	  observado	  este	  comportamiento,	  es	  si	  los	  excipientes	  afectan	  solo	  al	  Zolpidem	  o	  afectaría	  también	  la	  permeabilidad	  de	  un	  fármaco	  patrón	  de	  permeabilidad	  pasiva	  como	  Metoprolol.	  Para	   ello	   se	   realizaron	   ensayados	   de	   permeabilidad	   de	   Metoprolol	   en	  presencia	   y	   ausencia	   de	   los	   distintos	   excipientes.	   Los	   resultados	   obtenidos	   se	  muestran	   en	   las	   tablas	   4-­‐54,	   4-­‐55	   y	   4-­‐56	   y	   el	   análisis	  muestra	   stadístico	   que	   sí	  existen	  diferencias	  significativas	  entre	  los	  grupos	  (tabla	  4-­‐57).	  	  La	   comparación	  múltiple	  mediante	   el	   test	   de	   Scheffe	   (tabla	   4-­‐58)	  mostró	  que	  estas	  diferencias	  eran	  significativas	  solo	  en	  presencia	  de	  Talco.	  La	  naturaleza	  hidrofóbica	   de	   este	   agente	   lubricante	   podría	   dificultar,	   incluso	   a	   la	   baja	  concentración	   ensayada,	   el	   acceso	   del	   fármaco	   a	   la	   membrana	   intestinal	   y	  disminuir	  su	  velocidad	  de	  difusión	  hacia	  la	  membrana.	  	  Los	   resultados	   obtenidos	   ponen	   de	   manifiesto	   que	   hay	   un	   cambio	   en	   la	  permeabilidad	   del	   Zolpidem	   debido	   a	   la	   presencia	   de	   determinados	   excipientes	  como	   el	   Talco	   pero	   dado	   que	   en	   los	   ensayos	   realizados	   con	   las	   formulaciones	  completas	   no	   se	   detectan	   diferencias	   entre	   ellas,	   no	   podemos	   concluir	   que	   este	  excipiente	  es	  el	  causante	  del	  valor	  ligeramente	  menor	  de	  Cmax	  en	  la	  formulación	  BE-­‐B.	  En	  proyectos	  futuros	  se	  podrían	  diseñar	  los	  experimentos	  de	  cómo	  se	  afecta	  el	   vaciado	   gástrico	   en	   presencia	   de	   los	   excipientes	   por	   separado	   o	   evaluados	   en	  conjunto.	  	  	  
2. Pravastatina	  	  
2.1. Concentración	  de	  saturación	  	   El	   perfil	   de	   solubilidad-­‐pH	   que	   se	   muestra	   en	   la	   gráfica	   4-­‐23	   permite	  observar	  una	  curva	  que	  corresponde	  a	  los	  compuestos	  tipo	  ácido	  débil	  ionizables	  como	  la	  Pravastatina,	  donde	  la	  mínima	  solubilidad	  se	  observa	  a	  pH	  ácido.	  	  La	  dosis	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máxima	  usada	  de	  Pravastatina	  es	  de	  40	  mg	  y	  el	  número	  de	  dosis,	  incluso	  en	  el	  pH	  de	   mínima	   solubilidad,	   es	   menor	   que	   uno,	   por	   lo	   que	   Pravastatina	   se	   puede	  considerar	  un	  fármaco	  de	  alta	  solubilidad	  (tablas	  4-­‐64	  a	  4-­‐66).	  	  	  	  
2.2. Coeficiente	  de	  reparto	  	   Como	  hemos	  nombrado	  anteriormente,	  el	  coeficiente	  de	  reparto	  (D6,8)	  se	  ha	  determinado	  como	  método	  in	  vitro	  que	  haga	  posible	  predecir	  el	  proceso	  de	  reparto	  
in	  vivo	  en	  la	  membrana	  biológica.	  	  Los	  valores	  se	  obtuvieron	  con	  una	  relación	  de	  volumen	  de	  fase	  acuosa-­‐fase	  orgánica	  (65:35).	  Los	  ensayos	  se	  realizaron	  a	  dos	  concentraciones	  de	  Pravastatina	  (Dosis	  máxima/250	  y	  dosis	  máxima	  ensayada	  en	  cultivos	  celulares	  de	  monocapas	  Caco-­‐2).	   En	   todos	   los	   casos	   los	   valores	   fueron	   similares	   lo	   que	   indica	   que	   no	   se	  produjo	  ningún	  fenómeno	  de	  saturación	  que	  falseara	  los	  resultados	  (tabla	  4-­‐67).	  El	   valor	  obtenido	  de	  Log	  D6,8	  para	   la	  Pravastatina	  ha	   sido	  de	   -­‐0,16	  que	  es	  mayor	  que	  el	  reportado	  para	  Metoprolol	  (D7,0=	  -­‐0,62)	  (179).	  	  Por	  ello	  no	  se	  puede	  clasificar	   provisionalmente	   a	   la	   Pravastatina	   como	   una	   sustancia	   de	   baja	  permeabilidad.	  Esta	  discrepancia	  respecto	  al	  resultado	  obtenido	  en	  los	  ensayos	  in	  
vitro	  e	  in	  situ	  puede	  deberse	  a	  que	  la	  Pravastatina	  es	  sustrato	  de	  transportadores	  de	   secreción	   (185)	   lo	   que	   disminuye	   su	   permeabilidad	   en	   el	   sistema	   biológico	  frente	   a	   la	   que	   tendría	   en	   ausencia	   de	   este	   proceso	   gracias	   a	   su	   lipofilia.	   	   Esta	  circunstancia	  corrobora	  que	  la	   lipofilia	  es	  un	  parámetro	  fisicoquímico	  de	  utilidad	  para	  el	  cribado	  provisional	  de	  fármacos	  que	  se	  absorben	  por	  difusión	  pasiva	  pero	  puede	   dar	   resultados	   erróneos	   si	   en	   el	   proceso	   de	   absorción	   están	   implicados	  mecanismos	  mediados	  por	  portadores.	  	  
2.3. Ensayo	  de	  disolución	  	   En	   los	   estudios	   de	   disolución	   de	   comprimidos	   de	   Pravastatina,	   como	   se	  puede	  observar	  en	  las	  tablas	  de	  4-­‐67	  a	  4-­‐87,	  la	  formulación	  BE-­‐A	  	  se	  disuelve	  más	  del	  85%	  a	  los	  10	  minutos,	  por	  lo	  que	  no	  es	  necesario	  calcular	  el	  factor	  de	  similitud	  f2	  en	  ninguno	  de	  los	  medios	  estudiados.	  	  Las	  gráficas	  	  4-­‐25	  a	  4-­‐36	  muestran	  que	  los	  perfiles	  de	  disolución	  del	  producto	  de	  Referencia	  y	  de	  la	  formulación	  BE-­‐A	  tienen	  curvas	  muy	  similares	  por	  lo	  que	  los	  medios	  estudiados	  con	  diferentes	  condiciones	  (pH,	  fuerza	  iónica)	  no	  explican	  el	  pequeño	  aumento	  del	  valor	  de	  Cmáx	  observado	  en	  el	  ensayo	  de	  bioequivalencia	  cuando	  se	  administra	  la	  formulación	  BE-­‐A.	  	  Los	   perfiles	   de	   disolución	   de	   la	   formulación	   BE	   (gráficas	   4-­‐25	   a	   4-­‐36),	  presentan	  curvas	  que	  difieren	  de	  las	  obtenidas	  para	  el	  producto	  de	  Referencia	  en	  todos	  los	  medios	  estudiados.	  	  Tal	  	  y	  como	  se	  observa	  en	  la	  tabla	  4-­‐88,	  el	  factor	  de	  similitud	  (f2)	  en	  todos	  los	  medios,	  muestra	  que	  las	  curvas	  del	  producto	  Referencia	  y	  la	  formulación	  BE	  son	  distintas,	  situación	  contraria	  a	  lo	  observado	  en	  el	  estudio	  
in	   vivo.	   Sin	   embargo,	   también	   se	   puede	   observar	   que	   en	   todos	   los	   medios,	   la	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formulación	   BE	   se	   disolvía	   85%	   o	   más	   en	   30	   minutos.	   	   La	   Pravastatina	   es	   un	  fármaco	  poco	  permeable,	  por	  lo	  que	  cabe	  la	  posibilidad	  que	  aunque	  el	  producto	  BE	  no	   se	   disuelve	   a	   la	   misma	   velocidad	   que	   el	   producto	   de	   referencia,	   la	   cantidad	  disuelta	  que	  llega	  al	  intestino	  una	  vez	  realizado	  el	  vaciado	  gástrico	  está	  disponible	  para	  su	  absorción	  y	  la	  baja	  disolución	  en	  la	  fase	  inicial	  del	  perfil	  no	  se	  ve	  reflejada	  en	   el	   perfil	   farmacocinético.	   Tal	   como	   ocurre	   con	   todos	   los	   fármacos	   de	   alta	  solubilidad,	  no	  existe	  correlación	  entre	  la	  velocidad	  de	  disolución	  in	  vitro	  e	  in	  vivo	  y	  la	  única	  inferencia	  posible	  es	  que	  si	  no	  hay	  diferencias	  in	  vitro	  no	  las	  habrá	  in	  vivo,	  pero	  si	  hay	  diferencia	  in	  vitro	  no	  se	  puede	  extraer	  ninguna	  conclusión	  sobre	  lo	  que	  ocurrirá	  in	  vivo.	  
2.4. Ensayos	  de	  permeabilidad	  	  
a)	  Ensayos	  in	  vitro	  	   En	   la	   primera	   fase	   del	   estudio	   de	   permeabilidad	   de	   Pravastatina	   se	   han	  perfundido,	   en	  monocapas	   celulares	  Caco-­‐2,	   cuatro	   concentraciones	  distintas	  del	  fármaco,	  con	  el	  fin	  de	  poner	  de	  manifiesto	  la	  clasificación	  del	  fármaco	  como	  Clase	  III	   según	   el	   SCB	   y	   determinar	   el	   tipo	   de	   transporte	   implicado	   en	   el	   paso	   de	  Pravastatina	  a	  través	  de	  la	  membrana	  intestinal.	  Las	   concentraciones	  de	   fármaco	  ensayadas	   se	   seleccionaron	  a	  partir	  de	   la	  dosis	  utilizada	  en	  clínica	  (358	  μΜ).	  La	  concentración	  de	  1000	  μM	  corresponde	  a	  la	  máxima	   concentración	   que	   se	   podía	   disolver	   y	   50	   μM	   la	   mínima	   que	   se	   podía	  determinar	   teniendo	  en	  cuenta	   los	   límites	  de	  detección	  de	   la	   técnica	  analítica.	   	  A	  partir	  de	  la	  concentración	  clínica,	  la	  máxima	  y	  la	  mínima	  se	  intentaron	  seleccionar	  concentraciones	  que	  difirieran	  en	  un	  orden	  de	  magnitud	  para	  poder	  concluir	  si	  la	  absorción	  del	  fármaco	  a	  través	  de	  la	  membrana	  intestinal	  era	  o	  no	  concentración	  dependiente.	  En	   las	   tablas	   4-­‐68	   a	   4-­‐72	   se	   detallan	   las	   concentraciones	   experimentales	  obtenidas	   en	   el	   compartimento	   receptor	   a	   cada	   tiempo	   de	   muestreo	   tras	  administrar	   distintas	   concentraciones	   de	   Pravastatina	   (fármaco).	   Los	   valores	   de	  permeabilidad	   disminuyen	   cuando	   la	   concentración	   de	   Pravastativa	   disminuye	  (grafica	   4-­‐24).	   Las	   permeabilidades	   apical-­‐basal	   presentan	   diferencias	  significativas	  cuando	  se	  analizan	  mediante	  un	  análisis	  de	  varianza	  de	  una	  vía.	  Todo	   ello	   responde	   a	   la	   existencia	   de	   un	   proceso	   de	   secreción	   que	   se	  saturaría	  al	  aumentar	  la	  concentración	  de	  Pravastatina.	  Como	  en	  el	  sentido	  apical	  basal	  el	  portador	  actúa	  en	  contra	  del	  proceso	  de	  transporte	  su	  saturación	  conduce	  a	  un	   incremento	  de	   la	  permeabilidad	  efectiva	  o	  aparente.	  Esto	  es,	  por	   lo	  tanto,	  el	  perfil	   típico	   de	   un	   fármaco	   sustrato	   de	   un	   transportador	   de	   secreción.	   Datos	  bibliográficos	  aportan	  que	  Pravastatina	  no	  es	  sustrato	  de	  P-­‐gp	  y	  que	  posiblemente	  el	  transportador	  o	  transportadores	  implicados	  sean	  MRP2	  y	  BCRP	  (185).	  A	   continuación	   se	   ensayó	   la	   concentración	   más	   baja	   de	   Pravastatina	   en	  presencia	   de	   Azida	   Sódica	   que	   ya	   hemos	   explicado	   previamente	   que	   inhibe	   la	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formación	  de	  ATP	  y,	  por	   lo	   tanto,	   los	   transportadores	  activos,	   tanto	  de	  secreción	  como	  de	  absorción,	  quedarían	  anulados	  (tabla	  4-­‐73).	  En	  la	  tabla	  4-­‐74	  se	  indican	  los	  resultados	  de	  la	  prueba	  ANOVA	  de	  un	  factor,	  correspondiente	   a	   los	   datos	   de	   permeabilidad	   apical-­‐basolateral	   encontrándose	  diferencias	   significativas	   entre	   las	   condiciones	   ensayadas.	   Es	   por	   ello	   que	   se	  realizó	  a	  continuación	  la	  prueba	  de	  comparación	  múltiple	  de	  Scheffé	  (tabla	  4-­‐75)	  y	  se	  concluyó	  que	  en	  presencia	  de	  Azida	  sí	  existen	  diferencias	  significativas	  entre	  los	  datos	   de	   permeabilidad	   obtenidos.	   Por	   lo	   tanto,	   el	   o	   los	   transportadores	  implicados	  son	  activos.	  	  Una	  vez	  obtenida	  la	  evidencia	  experimental	  de	  la	  existencia	  de	  un	  proceso	  no	   lineal	  en	   la	  cinética	  de	  absorción	  del	  compuesto,	   se	  realizaron	  comparaciones	  entre	  los	  comprimidos	  de	  Pravastatina	  comercial	  y	  los	  dos	  genéricos	  disponibles.	  	  Los	  resultados	  de	   las	  permeabilidades	  obtenidas	   tras	   la	  administración	  de	  los	  medicamentos	  referencia	  y	  genéricos	  se	  muestran	  en	  las	  tablas	  4-­‐89,	  4-­‐90	  y	  4-­‐91	  y	  en	  la	  gráfica	  4-­‐37.	  Ambos	  genéricos	  eran	  bioquivalentes	  in	  vivo	  pero	  con	  unos	  valores	   de	   Cmax	   ligeramente	   superiores	   en	   el	   caso	   del	   genérico	   BE-­‐A.	   Como	   se	  puede	   observar	   los	   modelos	   de	   monocapas	   celulares	   Caco-­‐2	   son	   capaces	   de	  reproducir	  esas	  ligeras	  diferencias	  en	  Cmax	  apreciadas	  in	  vivo,	  cuando	  se	  trata	  de	  fármacos	   de	   baja	   permeabilidad.	   La	   prueba	   de	   homogeneidad	   de	   varianzas	   y	  ANOVA	   de	   un	   factor	   correspondientes	   a	   la	   permeabilidad	   del	   fármaco	   de	   las	  distintas	   formulaciones	  mostraron	  que	   sí	   existían	  diferencias	   significativas	   entre	  las	   formulaciones	   (tabla	   4-­‐92).	   La	   prueba	   de	   comparación	   múltiple	   de	   Scheffé	  (tabla	   4-­‐93)	   determinó	   que	   estas	   diferencias	   significativas	   existían	   cuando	   se	  comparan	   los	   resultados	   obtenidos	   tras	   la	   administración	   de	   la	   formulación	   de	  referencia	  y	  la	  formulación	  BE-­‐A	  (formulación	  bioequivalente	  pero	  con	  valores	  de	  Cmax	   superiores	   a	   los	   obtenidos	   tras	   la	   administración	   de	   la	   formulación	   de	  Referencia),	   lo	   que	   indica	   que	   ese	   ligero	   incremento	   de	   Cmax	   puede	   deberse	   a	  algún	  componente	  de	  la	  formulación	  que	  incrementa	  su	  permeabilidad.	  	  
b)	  Ensayos	  in	  situ	  	   Este	  mismo	  estudio	  se	  realizo	  en	  el	  modelo	  animal	  de	  rata	  Wistar	  y	  como	  parámetro	   representativo	   del	   proceso	   de	   absorción	   se	   ha	   utilizado	   la	   constante	  aparente	  de	  velocidad	  de	  absorción	  (kap).	  Los	  resultados	  obtenidos	  se	  resumen	  en	  las	  tablas	  4-­‐94,	  4-­‐95	  y	  4-­‐96	  y,	  como	  se	   muestra	   en	   la	   grafica	   4-­‐38,	   la	   variabilidad	   de	   los	   resultados	   obtenidos	   es	  elevada.	  	  Estos	  resultados	  son	  previsibles	  cuando	  el	  fármaco	  que	  se	  administra	  es	  de	  muy	   baja	   permeabilidad	   ya	   que	   las	   concentraciones	   valoradas	   prácticamente	   no	  varían	  a	  lo	  largo	  del	  tiempo.	  Las	   pruebas	   estadísticas	   confirman	   que	   no	   se	   detectan	   diferencias	  significativas	  entre	   las	  permeabilidades	  de	   las	   formulaciones	  ensayadas	   (tabla	  4-­‐97).	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c)	  Estudios	  del	  efecto	  de	  los	  excipientes	  	   Para	   poder	   evaluar	   el	   efecto	   de	   los	   excipientes	   sobre	   el	   proceso	   de	  absorción	  del	  fármaco	  a	  través	  de	  lumen	  intestinal	  se	  seleccionó	  el	  modelo	  in	  vitro	  por	  dos	  motivos:	   el	  primero,	   explica	  el	  perfil	  de	  bioequivalencia	   in	  vivo	   obtenido	  tras	   la	  administración	  de	   las	   formulaciones	  a	   los	  voluntarios	  sanos	  y,	  el	  segundo,	  está	   en	   concordancia	   con	   la	   postura	   de	   la	   comunidad	   científica	   hacia	   la	  experimentación	  animal:	  “el	  principio	  de	  las	  3R”:	  remplazar,	  reducir	  y	  refinar”	  El	  estudio	  del	  efecto	  de	  los	  excipientes	  se	  realizó,	  por	  lo	  tanto,	  utilizando	  los	  modelos	  de	  monocapas	  celulares	  Caco-­‐2	  y	   los	  resultados	  se	  detallan	  en	  las	  tablas	  4-­‐98	  a	  4-­‐108.	  Los	  excipientes	  ensayados	  fueron	  estearato	  de	  magnesio	  y	  celulosa	  microcristalina	   a	   diferentes	   concentraciones,	   y	   croscarmelosa	   sódica,	   oxido	   de	  magnesio,	   sílice	  coloidal,	   carbonato	  magnésico	  y	   lactosa.	   	  Las	  pruebas	  ANOVA	  de	  un	  factor	  y	  las	  pruebas	  de	  comparación	  múltiple	  de	  Scheffé	  se	  pueden	  observar	  en	  las	  tablas	  4-­‐109,	  4-­‐110,	  4-­‐111,	  4-­‐112,	  4-­‐113	  y	  4-­‐114.	  La	  prueba	  de	  estadística	  ANOVA	  de	  un	  factor	  (tabla	  4-­‐114,	  gráfica	  4-­‐42)	  no	  mostró	   diferencias	   estadísticamente	   significativas	   cuando	   se	   comparan	   las	  permeabilidades	  obtenidas	  tras	  la	  administración	  de	  Pravastatina	  en	  presencia	  de	  concentraciones	  crecientes	  de	  celulosa	  microcristalina.	  Además	   de	   establecer	   comparaciones	   entre	   las	   distintas	   formulaciones	  ensayadas	  se	  pretendía	  profundizar	  en	  el	  comportamiento	  de	  los	  excipientes	  en	  la	  absorción	  de	  fármacos	  y	  por	  eso	  se	  compararon	  las	  permeabilidades	  obtenidas	  de	  Pravastatina	  en	  presencia	  de	  cada	  uno	  de	  ellos	  y	  Pravastatina	  sola.	  Como	  muestran	  las	  gráficas	  4-­‐39	  y	  4-­‐40	  Croscarmelosa	  y	  Lactosa	  aumentan	  significativamente	   la	  permeabilidad	  de	  Pravastatina	  con	  lo	  que	  se	  podría	  concluir	  que	  la	  Croscarmelosa	  y	   Lactosa	   afectan	   al	   mismo	   transportador	   activo	   de	   secreción	   que	   utiliza	   la	  Pravastatina.	  Este	  hecho	   fue	  corroborado	  estadísticamente	  por	   la	  prueba	  ANOVA	  de	   un	   factor	   y	   posteriormente	   la	   prueba	   de	   comparación	   múltiple	   de	   Scheffé	  (tablas	   4-­‐109	   a	   4-­‐112).	   	   A	   la	   vista	   de	   los	   resultados	   se	   puede	   concluir	   que	   la	  concentración	   de	   Croscarmelosa	   y	   Lactosa	   utilizadas	   pueden	   aumentar	   la	  permeabilidad	  de	  Pravastatina	  alcanzándose	  hasta	  valores	  dobles.	  Para	  poder	  dilucidar	  si	  el	  mecanismo	  por	  el	  que	  se	  produce	  este	  aumento	  de	  permeabilidad	  de	  Pravastatina	   en	  presencia	   de	   algunos	   excipientes,	   se	   realizó	   el	  mismo	  ensayo	  pero	  utilizando	  Metoprolol	  como	  fármaco	  control.	  Metoprolol	  es	  un	  conocido	  patrón	  de	  permeabilidad	  pasiva,	  aunque	  de	  alta	  permeabilidad.	  Los	   resultados	   de	   los	   valores	   de	   permeabilidad	   obtenidos	   al	   administrar	  Metoprolol	  en	  presencia	  de	   los	  distintos	  excipientes	  se	  muestran	  en	   las	   tablas	  4-­‐115	  a	  4-­‐123.	  Analizando	  los	  resultados	  obtenidos	  se	  puede	  concluir	  que	  en	  presencia	  de	  concentraciones	   crecientes	   de	   estearato	   de	   magnesio	   la	   permeabilidad	   de	  Metoprolol	  	  se	  incrementa.	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La	   presencia	   de	   Croscarmelosa	   en	   la	   solución	   de	   Metoprolol	   modifica	   la	  permeabilidad	   del	   patrón	   con	   lo	   que	   se	   podría	   concluir	   que	   la	   Croscarmelosa	  fluidifica	   la	   membrana.	   También	   los	   valores	   de	   permeabilidad	   obtenidos	   tras	   la	  administración	  con	  Lactosa	  o	  Celulosa	  son	  mas	  elevados	  que	  los	  obtenidos	  tras	  la	  administración	   de	   Metoprolol	   solo.	   La	   Lactosa	   parece	   fluidificar	   la	   membrana	  intestinal	  y,	  por	   lo	  tanto,	   favorecer	  el	  paso	  de	  sustancias	  a	  través	  de	   la	  misma.	  El	  mismo	  efecto	  se	  observa	  en	  presencia	  de	  sílice	  coloidal.	  	  
3. Cloperastina	  	  
3.1. Concentración	  de	  saturación	  	   El	   perfil	   de	   solubilidad	   frente	   al	   pH	  mostrado	   en	   la	   gráfica	   4-­‐46	   permite	  observar	   el	   comportamiento	   típico	   de	   una	   base	   débil	   ionizable,	   que	   a	   pH	   ácido	  presenta	  su	  máxima	  solubilidad,	  como	  se	  espera	  para	  Cloperastina.	  	  La	  Cloperastina	  se	  prescribe	  en	  dosis	  máxima	  de	  37,5	  mg.	  	  De	  los	  números	  de	   dosis	   calculados	   a	   los	   pH	   1,2;	   4,5	   y	   6,8	   (tablas	   de	   4-­‐133	   a	   4-­‐135),	   se	   puede	  concluir	  que	  el	  fármaco	  es	  de	  alta	  solubilidad	  a	  pH	  1,2	  y	  de	  baja	  solubilidad	  a	  pH	  4,5	   y	   6,8,	   por	   lo	   que	   no	   cumple	   con	   el	   criterio	   establecido	   por	   la	   EMA	   de	   alta	  solubilidad	  y	  en	  consecuencia	  se	  considera	  un	  fármaco	  de	  baja	  solubilidad.	  	  	  	  
3.2. Coeficiente	  de	  reparto	  	   El	   ensayo	   de	   determinación	   del	   coeficiente	   de	   reparto	   en	   n-­‐octanol	   como	  disolvente,	   para	   obtener	   la	   lipofilia	   de	   Cloperastina	   se	   realizó	   a	   una	   sola	  concentración	  de	  la	  fase	  acuosa	  por	  la	  poca	  solubilidad	  que	  presenta	  el	  fármaco.	  El	   ensayo	   se	   realizó	   con	  4	  puntos	  de	  muestreo	   con	  un	   tiempo	   final	   de	  24	  horas.	   Los	   valores	   se	   obtuvieron	   con	  una	   relación	  de	   volúmenes	  de	   fase	   acuosa-­‐fase	  orgánica	  99:1.	  En	  todos	  los	  casos	  los	  valores	  fueron	  similares	  lo	  que	  indica	  que	  no	  se	  produjo	  ningún	   fenómeno	  de	  saturación	  que	   falsea	   los	   resultados	   (tabla	  4-­‐136).	   Para	   la	  Cloperastina	  se	  obruvo	  un	  valor	  de	  Log	  D6,8	  de	  2,93	  que	  es	  mayor	  que	  el	  reportado	  para	  Metoprolol	  (-­‐0,62)	  (179).	  	  En	  base	  a	  esto,	  se	  puede	  clasificar	  provisionalmente	  a	  la	  Cloperastina	  como	  una	  sustancia	  de	  alta	  permeabilidad.	  	  
3.3. Ensayo	  de	  disolución	  	   El	   ensayo	   de	   disolución	   no	   está	   establecido	   en	   las	   farmacopeas	   para	   las	  formas	  farmacéuticas	  líquidas,	  sin	  embargo,	  en	  el	  caso	  de	  suspensiones	  puede	  ser	  una	   herramienta	   importante	   para	   su	   formulación	   y	   desarrollo.	   	   En	   las	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suspensiones	  de	  Cloperastina	  estudiadas,	   los	  perfiles	  de	  disolución	  a	  pH	  1,2	  y	  6,8	  con	   concentración	   iónica	   de	   50	   mM	   (gráficas	   4-­‐48	   y	   4-­‐50,	   respectivamente)	  mostraron	   claramente	   que	   el	   producto	   No	   BE	   presentaba	   una	   velocidad	   de	  disolución	  superior	  que	  la	  formulación	  de	  referencia	  lo	  que	  se	  correlaciona	  con	  los	  datos	  obtenidos	  en	  el	  estudio	  de	  bioequivalencia	  en	  el	  que	  este	  producto	  presentó	  valores	  de	  Cmáx	  y	  AUC	  por	  encima	  de	  las	  obtenidas	  con	  el	  producto	  de	  referencia.	  	  Esta	   formulación	  puede	  presentar	  un	  mayor	  porcentaje	  disuelto,	  probablemente,	  por	  una	  mayor	  micronización	  de	   la	  sustancia	  activa,	   lo	  que	  aumenta	   la	  superficie	  de	   contacto	   del	   sólido	   con	   el	   solvente	   y	   se	   podría	   aumentar	   la	   solubilidad	   del	  fármaco.	  	  A	  pH	  4,5	  y	  concentración	  iónica	  de	  36,5	  mM,	  los	  perfiles	  de	  la	  formulación	  No	  BE	  y	  el	  producto	  de	  referencia	  resultan	  similares	  con	  un	  f2>50	  (tabla	  4-­‐147);	  por	   lo	   que	   este	   medio	   no	   resulta	   útil	   para	   predecir	   las	   diferencias	   que	   fueron	  observadas	  en	  el	  estudio	  de	  bioequivalencia.	  	  
3.4. Ensayo	  de	  permeabilidad	  	  
a)	  Ensayo	  in	  vitro	  	   Como	  en	  el	  estudio	  de	  los	  otros	  fármacos,	  en	  la	  primera	  fase	  de	  evaluación	  de	  la	  absorción	  de	  Cloperastina,	  se	  han	  perfundido	  en	  monocapas	  celulares	  Caco-­‐2	  distintas	   concentraciones	   del	   fármaco,	   con	   el	   fin	   de	   poner	   de	   manifiesto	   la	  clasificación	   del	   fármaco	   como	   Clase	   II	   según	   el	   SCB	   y	   determinar	   el	   tipo	   de	  transporte	  implicado	  en	  el	  paso	  del	  fármaco	  a	  través	  de	  la	  membrana	  intestinal.	  El	   primer	   problema	   fue	   que	   la	   dosis	   utilizada	   en	   clínica	   (15	   μM)	   era	   la	  concentración	   mas	   pequeña	   que	   se	   pudo	   ensayar,	   según	   el	   método	   analítico	  seleccionado.	   Por	   eso	   motivo	   se	   ensayaron	   4	   concentraciones	   de	   fármaco	  superiores	   a	   la	   concentración	   clínica.	   La	   concentración	  200	  μM	  corresponde	  a	   la	  máxima	  concentración	  que	  se	  pudo	  disolver.	  Las	   tablas	   4-­‐137	   a	   4-­‐140,	   donde	   se	   detallan	   las	   concentraciones	  experimentales	  obtenidas	  en	  el	  compartimento	  receptor	  tras	  administrar	  distintas	  concentraciones	  de	  Cloperastina	   (fármaco),	  muestran	  un	  perfil	  de	  permeabilidad	  concentración	  dependiente.	  La	  permeabilidad	  disminuye	  cuando	  la	  concentración	  de	   Closperastina	   disminuye	   (grafica	   4-­‐47).	   Las	   pruebas	   estadísticas	   pusieron	   de	  manifiesto	   que	   existen	   diferencias	   significativas	   entre	   las	   concentraciones	  ensayadas	  (tablas	  4-­‐142	  y	  4-­‐143).	  Una	  vez	  obtenida	   la	  evidencia	  experimental	  de	   la	  presencia	  de	  un	  proceso	  no	   lineal,	   se	   administró	   Cloperastina	   con	   Azida	   Sódica	   para	   determinar	   la	  naturaleza	   de	   los	   transportadores	   implicados	   (tabla	   4-­‐141).	   Existen	   diferencias	  significativas	   entre	   los	   valores	   de	   permeabilidad	   obtenidos	   para	   el	   fármaco	   en	  presencia	   y	   ausencia	   de	   Azida	   Sódica.	   Ambos	   resultados	   son	   consistentes	   con	   la	  participación	  de	  un	  transportador	  de	  secreción.	  Si	  bien	  incluso	  a	  concentraciones	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pequeñas	  cuando	  el	  transportador	  no	  se	  encuentra	  saturado	  la	  permeabilidad	  de	  la	  Cloperastina	  es	  suficientemente	  elevada	  gracias	  a	  su	  valor	  de	  lipofilia.	  Posteriormente	   se	   realizaron	   los	   estudios	   de	   cálculo	   de	   la	   permeabilidad	  intestinal	   in	   vitro	   de	   las	   distintas	   formulaciones	   (referencia	   y	   genéricos)	  disponibles.	  Como	  se	  muestra	  en	  la	  grafica	  4-­‐51	  los	  valores	  de	  permeabilidad	  obtenidos	  para	   todos	   los	  genéricos	   fueron	  menores	  que	  el	  obtenido	  para	   la	   referencia	  y	  no	  representan	  la	  realidad	  obtenida	  en	  los	  estudios	  en	  humanos.	  Por	  este	  motivo	  se	  realizaron	  los	  ensayos	  utilizando	  la	  técnica	  de	  Doluisio,	  perfusión	  in	  situ	  sin	  recirculación	  en	  intestino	  delgado	  de	  rata	  Wistar.	  	  	  
b)	  Ensayo	  in	  situ	  	  Los	   ensayos	   in	   situ	   mantienen	   la	   tendencia	   en	   permeabilidad	   de	   los	  obtenidos	   in	  vitro	  y	  no	  reflejan	   los	  cambios	  de	  Cmax	  observados	  en	  el	  ensayo	  en	  voluntarios	  humanos,	  por	  lo	  que	  no	  se	  puede	  concluir	  que	  el	  valor	  mayor	  de	  Cmax	  sea	  atribuible	  a	  cambios	  en	  permeabilidad	  debidos	  a	  los	  excipientes.	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6. Conclusiones 
	   1. De	  acuerdos	  con	  los	  estudios	  de	  solubilidad	  y	  permeabilidad	  realizados	  en	  esta	   memoria,	   Zolpidem	   es	   un	   fármaco	   de	   alta	   solubilidad	   y	   alta	  permeabilidad	   y	   se	   confirma	   su	   clasificación	   como	   tipo	   1	   del	   SCB.	  	  Pravastatina	  es	  una	  sustancia	  de	  alta	  solubilidad	  y	  baja	  permeabilidad	  que	  lo	   definen	   como	   clase	   3,	   y	   Cloperastina	   presenta	   baja	   solubilidad	   y	   alta	  permeabilidad	  por	  lo	  que	  es	  un	  fármaco	  de	  la	  clase	  2.	  	  2. El	   Zolpidem,	   la	   Pravastatina	   y	   la	   Cloperastina	   presentan	   valores	   de	  coeficientes	   de	   reparto	   experimental(log	   D6,8)	   de	   2,34,	   -­‐0,16	   y	   2,93,	  respectivamente,	  siendo	  todos	  ellos	  superiores	  al	  reportado	  del	  Metoprolol	  (log	   D7,0=-­‐0,62).	   Por	   tanto,	   este	   parámetro	   fisicoquímico	   de	   lipofilia	   (log	  D6,8)	   no	   permite	   clasificar	   a	   todos	   los	   compuestos	   ensayados	   de	   forma	  correcta	   en	   el	   SCB.	   La	   Pravastatina	   clasificada	   en	   la	   clase	   3	   con	   baja	  permeabilidad	  tiene	  un	  valor	  de	   lipofilia	  superior	  al	  del	  Metoprolol	  que	   lo	  clasificaría	   en	   la	   clase	   1.	   La	   discrepancia	   puede	   deberse	   al	  mecanismo	  de	  secreción	  del	  que	  es	  sustrato	  Pravastatina	  mientras	  que	  para	  los	  fármacos	  que	  se	  absorben	  por	  difusión	  pasiva	  la	  lipofilia	  puede	  ser	  un	  buen	  índice	  de	  cribado	  provisional.	  	  3. Los	   medios	   de	   disolución	   empleados	   para	   Zolpidem	   no	   han	   reflejado	   el	  comportamiento	   in	   vivo	   de	   este	   principio	   activo.	   Estos	   medios	   no	   han	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detectado	   diferencias	   significativas	   entre	   las	   formulaciones	   que,	   aunque	  cumpliendo	  el	  estándar	  de	  bioequivalencia,	  presentan	  diferentes	  valores	  de	  Cmax.	  	  	  4. Para	  la	  Pravastatina	  se	  da	  el	  fenómeno	  inverso	  y	  los	  medios	  ensayados	  son	  en	   exceso	   discriminativos	   cuando	   todas	   las	   formulaciones	   in	   vivo	   han	  resultado	   bioequivalentes.	   Esto	   confirma	   que	   para	   los	   fármacos	   de	   alta	  solubilidad,	   en	   realidad	   no	   existe	   correlación	   entre	   la	   velocidad	   de	  disolución	   in	  vitro	   e	   in	  vivo	  y	   la	   única	   inferencia	   posible	   es	   que	   si	   no	   hay	  diferencias	  in	  vitro	  no	  las	  habrá	  in	  vivo,	  pero	  si	  hay	  diferencia	  in	  vitro	  no	  se	  puede	  extraer	  ninguna	  conclusión	  sobre	  lo	  que	  ocurrirá	  in	  vivo.	  	   5. En	  el	  caso	  de	  la	  Cloperastina,	  si	  ha	  sido	  posible	  encontrar	  unas	  condiciones	  de	  disolución	  que	  reproducen	  la	  secuencia	  observada	  in	  vivo.	  Los	  medios	  de	  disolución	  a	  pH	  1,2	  y	  6,8	  en	  el	  aparato	  tipo	  2	  o	  de	  paletas	  a	  50	  rpm	  reflejan	  la	   misma	   secuencia	   que	   la	   observada	   in	   vivo	   en	   voluntarios	   sanos.	   Sin	  embargo,	  a	  pH	  4,5	  estas	  diferencias	  no	  se	  detectan	  debido,	  posiblemente,	  a	  la	  menor	  solubilidad	  a	  este	  pH.	  	   6. El	  Zolpidem	  presenta	  in	  vitro	  e	  in	  situ	  un	  mecanismo	  de	  absorción	  pasiva.	  La	  Cloperastina	  y	  la	  Pravastatina	  se	  comportan	  in	  vitro	  e	  in	  situ	  como	  sustratos	  de	  un	  transportador	  de	  secreción.	  	   7. El	   proceso	   de	   absorción	   de	   las	   formulaciones	   solo	   presenta	   diferencias	  significativas	  in	  vitro	  para	  la	  Pravastatina	  mientras	  que	  in	  situ	  no	  se	  observa	  debido	   a	   la	   alta	   variabilidad	  encontrada	   en	   estos	   ensayos.	   Ello	  demuestra	  que	   el	   modelo	   in	   vitro	   es	   más	   sensible	   al	   efecto	   de	   los	   excipientes	  detectando	   cambios	   que	   no	   se	   observan,	   necesariamente,	   en	   el	   modelo	  animal	  más	  complejo.	  El	  incremento	  en	  permeabilidad	  de	  la	  formulación	  de	  Pravastatina	  denominada	  BE-­‐A	  indica	  que	  este	   ligero	  incremento	  en	  Cmax	  puede	   deberse	   a	   algún	   componente	   de	   la	   formulación	   que	   aumenta	   la	  permeabilidad.	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